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Για τη μελέτη μηχανισμών φυλοδιαχωρισμού θα συλλεχθούν 
κεφάλια αρσενικών και θηλυκών ατόμων. Μετά την ομογενοποίηση των 
ιστών σε κατάλληλο διάλυμα λύσης  ακολουθεί κατεργασία για την 
απομόνωση των πρωτεϊνών με την χρήση γνωστών μεθόδων. Το τελικό 
πρωτεϊνικό ίζημα διαλυτοποιείται και ακολουθεί ηλεκτροφόρηση σε 
δύο διαστάσεις. Το αποτυπωμένο στα gels ακρυλαμιδίου πρωτεϊνικό 
περιεχόμενο των διαφόρων σειρών πειραμάτων (ανθεκτικά και 
ευαίσθητα στελέχη ή αρσενικά και θηλυκά άτομα)  συγκρίνεται με 
ειδικά λογισμικά προγράμματα του πυκνομετρητή έτσι ώστε να 
εντοπισθούν οι πρωτεΐνες που εμφανίζονται, με επαναλήψιμο τρόπο, 
μονοσήμαντα στη μία ή στην άλλη σειρά δειγμάτων. Τα στίγματα αυτών 
των πρωτεϊνών αποκόπτονται από το gel και  υποβάλλονται σε πέψη με 
τρυψίνη. Στα πεπτίδια πραγματοποιείται έκλουση, διαχωρισμός με 
υγρή χρωματογραφία υψηλής πίεσης (nano-HPLC), ιονισμός σε 
φασματογράφο μάζας τύπου ιοντοπαγίδας και καταγράφονται τα 
φάσματα μάζας. Επίσης, τα φάσματα διαδοχικής φασματομετρίας 
(MS/MS) πεπτιδίων επιλεγμένων βάσει της έντασης σήματος κατά την 
διάρκεια της μέτρησης. Η ταυτοποίηση των πρωτεϊνών 
πραγματοποιείται με την ανάλυση του συνόλου των φασμάτων και των 
φασμάτων MS/MS με σύγκριση δεδομένων από διεθνείς τράπεζες 
πρωτεϊνικών καταχωρήσεων. Τέλος, οι πρωτεΐνες κατηγοριοποιούνται 
ανάλογα με τη μοριακή τους λειτουργία μέσω βάσεων δεδομένων 
(Gene-Ontology) (Junqueira et al. 2008, Pauchet et al. 2008). 
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In order to be held this study on the mechanisms of gender distinction, 
heads have been selected by male and female individuals. After the 
homogenization of the tissues in a suitable solution, isolation of proteins 
was taken place by using well established methods. The final protein 
sediment was soluted and then 2-D electrophorisis was performed to 
this. Proteins isolated in gels during the different experimental sets 
(resistant and sensitive strains or males and females individuals), that 
appeared in repetition, uniquely, on the one or the other set, were 
compared so as to be detected and identified through specific software. 
The stainings of those proteins have been cut and after that they were 
digested with trypsine. The peptides were eluted, separated by high 
pressure liquid chromatography (nano-HPLC) and ionized in mass 
spectrometer. Then, the mass spectras and the spectras from sequential 
mass spectrometry (MS/MS) of peptides, which were selected based on 
the intensity of the signals during measuring, have been listed. The 
proteins’ identification has been accomplished by comparing all the 
spectras and spectras MS/MS with data from international protein data 
banks. Finally, proteins were classified based on their molecular function 
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Α. ΘΕΩΡΗΤΙΚΟ ΜΕΡΟΣ 
   
1. Περιγραφή Bactrocera oleae 
Ο δάκος της ελιάς, Bactrocera oleae (Rossi) (Drew, 1989; Raspi & Viggiani, 2008) 
[στο παρελθόν Dacus oleae] ανήκει στην τάξη Diptera, την οικογένεια Tephritidae 
και το γένος Bactrocera. Η εν λόγω οικογένεια αποτελεί μία σχετικά νέα οικογένεια 
των δίπτερων που εμφανίστηκε πριν από περίπου 50 εκατομμύρια χρόνια. Η 
οικογένεια αυτή περιλαμβάνει περίπου 5.000 είδη μεταξύ των οποίων και οι 
λεγόμενες ‘μύγες των φρούτων’ (‘fruit flies’), μέλος της οποίας αποτελεί και ο δάκος 
της ελιάς(Rice, 2000). 
 
2.  Μορφολογία 
Ο δάκος είναι από τα μικρότερα σε μέγεθος είδη στο γένος. Το ενήλικο θηλυκό 
έχει περίπου 5 mm μήκος και έκταση φτερών 10 mm. Η κεφαλή παρουσιάζει 
ανοιχτό καστανό χρώμα και οι σύνθετοι οφθαλμοί πρασινωπές μεταλλικές 
ανταύγειες. Ο θώρακας χαρακτηρίζεται από μαύρο χρώμα με μία αργυροειδή 
ραχιαία επιφάνεια κατά μήκος της οποίας υπάρχουν τρεις στενές παράλληλες 
μαύρες ταινίες. Η κοιλιά, η οποία συνήθως παρουσιάζεται καστανόχρωμη, 
καταλήγει στις θηλυκές μύγες στον ωοθέτη, ενώ στις αρσενικές το τελικό της τμήμα 
είναι αμβλύ. Ο ωοθέτης έχει το βασικό τμήμα μαύρο και έχει μήκος 1 mm. Οι 
βραχίονες και μια περιοχή εκατέρωθεν της βάσης των πτερύγων εμφανίζονται 
κίτρινοι, ενώ οι πτέρυγες είναι συνήθως υαλώδεις και ιριδίζοντες με μια μικρή 
χαρακτηριστική μαύρη κηλίδα στις άκρες τους. Οι αλτήρες παρουσιάζουν λευκό 
χρωματισμό ενώ τα πόδια κιτρινο-κόκκινο (Εικόνα 1). 
 
 
Εικόνα 1:Μοφολογικά χαρακτηριστικά δάκου. 
 
Όσον αφορά στα υπόλοιπα αναπτυξιακά στάδια, το αυγό είναι ένα 
ελλειψοειδής, επιμήκης σχηματισμός με λευκό χρώμα και με μήκος και διάμετρο 
0,7 mm και 0,2 mm, αντίστοιχα, ενώ η προνύμφη είναι υπόλευκη με μορφή άποδης 
κάμπιας μήκους 7 mm. Τέλος, το βομβύκιο είναι ωοειδές, με χρώμα που ποικίλει 
από κίτρινο έως καστανό και με μήκος 4-5 mm (Εικόνα 2) (Katsoyannos, 1992). 
 
 
Εικόνα 2: Προνύμφη (αριστερά) και Βομβύκιο δάκου (δεξιά). 
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3. Βιολογικός κύκλος  
Ο δάκος είναι έντομο ολομετάβολο, δηλαδή το στάδιο του αυγού ακολουθούν 
τρία προνυμφικά στάδια, μετά το τέλος των οποίων επιτελείται η πρώτη 
μεταμόρφωση σε νύμφη (βομβύκιο, pupa), και τέλος, με τη δεύτερη μεταμόρφωση 
προκύπτει το ενήλικο. Χαρακτηρίζεται, επίσης, ως έντομο πολυκυκλικό, δηλαδή έχει 
την ικανότητα να συμπληρώνει περισσότερους από ένα βιολογικούς κύκλους ανά 
έτος. Μάλιστα σε περιοχές όπου οι συνθήκες είναι ευνοϊκές οι γενεές μπορούν  να 
διαδέχονται η μία την άλλη χωρίς διακοπή καθ’ όλη τη διάρκεια του έτους. 
Θερμοκρασίες υψηλότερες των 32oC και χαμηλότερες των 8 oC συνιστούν 
περιοριστικό παράγοντα για την ομαλή ανάπτυξη του εντόμου, ενώ αυτή 
(ανάπτυξη) ευνοείται ιδιαίτερα σε περιόδους με εύρος θερμοκρασιών 23oC έως 
29oC και σχετικής υγρασίας από 60% έως 80% (Manikas, 1974). Στην περιοχή της 
Μεσογείου εμφανίζονται από δύο έως πέντε γενεές ετησίως. Ο πληθυσμός του 
εντόμου κατά τη διάρκεια του χειμώνα, όπου υπάρχει μειωμένη διαθεσιμότητα 
καρπών και χαμηλές θερμοκρασίες, αντιπροσωπεύεται κυρίως από νύμφες στο 
έδαφος, κάτω από στρώματα χώματος και φύλλων. Σε μικρότερο βαθμό υπάρχουν 
και διαχειμάζονται ενήλικα άτομα ή νύμφες στον καρπό, τα οποία μπορεί να 
επιβιώσουν  ως την ερχόμενη άνοιξη εάν οι συνθήκες το επιτρέψουν. Η έξοδος των 
ακμαίων από διαχειμάζοντες νύμφες πραγματοποιείται κυρίως τον Μάρτιο και τον 
Απρίλιο, ανάλογα με το γεωγραφικό πλάτος και τη θερμοκρασία της κάθε περιοχής. 
Τα θηλυκά αυτής της γενιάς, η οποία χαρακτηρίζεται ως η πρώτη, εναποθέτουν τα 
αυγά στο εσωτερικό των καρπών που έχουν εναπομείνει στα δέντρα από την 
προηγούμενη περίοδο ή διατηρούνται έως ότου ο καρπός της καινούργιας 
συγκομιδής χαρακτηριστεί δεκτικός για ωοτοκία (πήξη του πυρήνα). Το θηλυκό πριν 
την ωοτοκία ανιχνεύει την επιφάνεια του καρπού, επιλέγει το κατάλληλο σημείο και 
με κλίση της κοιλιάς περίπου 60ο διατρυπά τον καρπό με τον ωοθέτη του και 
δημιουργεί χαρακτηριστικό τριγωνικό νύγμα, όπου εναποθέτει ένα αυγό (Εικόνα 3). 
 
Εικόνα 3:Εναπόθεση αυγών από θηλυκό. Χαρακτηριστική είναι η κλίση του 
ωοθέτη καθώς εισέρχεται στον καρπό.  
 
 Το θηλυκό κατά την  ωοαπόθεση ρυθμίζει την πυκνότητα των αυγών, 
σημαδεύοντας αποτρεπτικά τον καρπό με τους χυμούς που εκκρίνονται από την 
πληγή-νύγμα. Κάθε θηλυκό έχει τη δυνατότητα εναπόθεσης έως 12 αυγών 
ημερησίως και έως 50 – 400 αυγών (σε ισάριθμους καρπούς) καθ’ όλη την 
αναπαραγωγική του περίοδο. Οι εκκολαπτόμενες προνύμφες τρέφονται από το 
μεσοκάρπιο της ελιάς διανοίγοντας στοές και βομβυκιώνονται σε μία περιοχή 
ακριβώς κάτω από το επικάρπιο. Η νύμφωση μέσα στον καρπό παρατηρείται 
κυρίως την καλοκαιρινή περίοδο, ενώ αντίθετα κατά τη διάρκεια του φθινοπώρου 
οι προνύμφες 3ου σταδίου επιλέγουν να βομβυκιωθούν στο έδαφος. Η δεύτερη 
γενιά εμφανίζεται στα μέσα στου καλοκαιριού. Κατά τη διάρκεια αυτής της εποχής, 
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εάν επικρατούν κατάλληλες κλιματολογικές συνθήκες, το έντομο μπορεί να 
ολοκληρώσει μία γενιά σε διάστημα 28-34 ημερών. Ο χρόνος εκκόλαψης των αυγών 
κυμαίνεται μεταξύ 2 έως 4 ημερών, η ανάπτυξη των προνυμφών απαιτεί διάστημα 
14 έως 16 ημερών, ενώ τα ακμαία εξέρχονται από τα βομβύκια σε 12 έως 14 
ημέρες. Αναλυτικά, ο κύκλος ζωής του εντόμου παρουσιάζεται στην Εικόνα 4. 
 
 
Εικόνα 4:Βιολογικός κύκλος του δάκου (Κακάνη, 2009). 
 
 Ανάλογα με τη διαθεσιμότητα της τροφής, τα ακμαία είναι δυνατόν να 
επιβιώσουν  από 2 έως 6 μήνες. Η μεγαλύτερη πυκνότητα του εντόμου συνήθως 
παρουσιάζεται στις αρχές της φθινοπωρινής περιόδου ενώ η τελευταία γενιά του 
έτους καταγράφεται το Δεκέμβριο. Οι δυσμενείς περιβαλλοντικές συνθήκες της 
περιόδου αυτής ωθούν τα άτομα να διαχειμάσουν στο έδαφος υπό τη μορφή 
νύμφης, έτσι ώστε  να αποτελέσουν την απαρχή της γενιάς της άνοιξης και να 
συνεχίσουν τον βιολογικό κύκλο του εντόμου (Rice,2000). Έχει διατυπωθεί η άποψη 
ότι η αλλαγή του υποστρώματος της νύμφωσης εκτός του ότι προστατεύει τις 
προνύμφες από πτηνά που τρέφονται με τους ώριμους, πλέον, καρπούς αποτελεί 
επίσης και μία εξελικτική προσαρμογή απέναντι στη συγκομιδή του καρπού της 
ελιάς που πραγματοποιείται προς τα τέλη του φθινοπώρου. Το ερέθισμα για τη 
μετακίνηση δεν έχει ακόμη προσδιοριστεί. Πιστεύεται όμως ότι αποτελεί 
συνάρτηση της αλλαγής της φωτοπεριόδου και της χημικής σύστασης του καρπού. 
Ο ετήσιος κύκλος του εντόμου, συνεπώς, είναι δυνατό να παρουσιάσει ανόμοια 
δραστηριότητα και εξέλιξη μεταξύ περιοχών με διαφορετικό κλιματολογικό προφίλ, 
δικαιολογώντας το διαφορετικό αριθμό γενεών που προκύπτουν μεταξύ αυτών των 
περιοχών. Παρόλο που τα στάδια ανάπτυξης του εντόμου είναι συγκεκριμένα, η 
διάρκεια ολοκλήρωσης τους και κατ’ επέκταση η διάρκεια του βιολογικού κύκλου 
ποικίλλει ανάλογα με την επικρατούσα θερμοκρασία και την ατμοσφαιρική υγρασία 
(Kapatos & Fletcher, 1984). 
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      4. Προκαλούμενη ζημιά 
 Η προσβολή των ελαιόδεντρων από πληθυσμούς του δάκου ποικίλλει 
αισθητά από έτος σε έτος και από περιοχή σε περιοχή. Το έντομο είναι ικανό να 
προκαλέσει τόσο ποσοτικές όσο και ποιοτικές απώλειες. 
Κατά τη διαδικασία της ωοτοκίας, τα ενήλικα θηλυκά άτομα προκαλούν οπές 
στο επικάρπιο μέσω του ωοθέτη. Τα νύγματα που δημιουργούνται-πρώτη 
ένδειξη εισβολής εντόμου-υποβαθμίζουν την εμπορική αξία της επιτραπέζιας 
και της ελαιοποιήσιμης  ελιάς καθώς αποτελούν εναρκτήρια σημεία 
δευτερογενών μολύνσεων από οργανισμούς και μύκητες (Εικόνα 5). 
 
 
Εικόνα 5: Bρώσιμες ελιές. 
 
Οι προσβεβλημένες ελιές αναγνωρίζονται μετά την πάροδο μόλις 4-5 ωρών 
από την  εναπόθεση του αυγού. Η είσοδος των μυκήτων συνοδεύεται από την 
ανάπτυξη σήψεων (¨ξερόβουλα¨, ¨σαπόβουλα¨ από το μύκητα Macrophoma 
dalmatica), οι οποίες αλλοιώνουν την εμφάνιση της επιτραπέζιας ελιάς, 
καθιστώντας την μη εμπορεύσιμη. Επιπλέον, είναι δυνατόν να οδηγήσουν σε 
πρόωρη πτώση του καρπού σε περιόδους που η περιεκτικότητα του σε λάδι 
είναι ακόμη μικρή. Η μεγαλύτερη όμως ζημία στην ελαιοπαραγωγή 
πραγματοποιείται στο προνυμφικό στάδιο του εντόμου. Οι προνύμφες οι οποίες 
εκκολάπτονται και αναπτύσσονται αποκλειστικά εντός του καρπού 
χρησιμοποιούν ως μοναδική διατροφική πηγή τους ιστούς του μεσοκαρπίου. 
Κάθε προνύμφη για να ολοκληρώσει την ανάπτυξή της καταναλώνει από το 1/5 
ως το 1/4 του μεσοκαρπίου ενός μέσου μεγέθους καρπού. Αποτέλεσμα της 
ανάπτυξης αυτής είναι η δημιουργία στοών στο εσωτερικό του καρπού και η 
απώλεια βάρους, η οποία μπορεί να φτάσει το 30% της συγκομιδής (Muik et al., 
2003).  
Ποιοτική υποβάθμιση επίσης υπάρχει λόγω της ρύπανσης από τα 
περιττώματα της προνύμφης και της σήψης από την είσοδο των βακτηρίων και 
των μυκήτων. Η αποσύνθεση της ελιάς οδηγεί σε αύξηση του επιπέδου των 
ελεύθερων λιπαρών οξέων του λαδιού, με αποτελέσμα το λάδι που προέρχεται 
από προσβεβλημένες ελιές να χαρακτηρίζεται υποβαθμισμένης ποιότητας με 
αυξημένη οξύτητα (από 7ο – 8ο μέχρι 15ο – 20ο  στις σοβαρές περιπτώσεις) και 
οσμή χώματος. Ο περιορισμός της παραγωγής του ελαιοκάρπου από το δάκο 
θυμίζει τον ¨νόμο του ελαχίστου¨ του Justus von Liebig, ιδρυτή της γεωργικής 
χημείας. Τελικά, ο γεωργός συγκομίζει ότι του αφήνουν τα έντομα και τα άλλα 
φυτοπαράσιτα από την παραγωγή του (Neuenschwander & Michelakis, 1978).  
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5.1 Χημικές μέθοδοι 
Η εξάλειψη των επιβλαβών εντόμων αποτελεί θέμα ενασχόλησης των 
ανθρώπων από την αρχή της συστηματικής καλλιέργειας της γης. Η πρώτη 
εντομολογική καταπολέμηση καταγράφεται το 2,500 π.Χ., καθώς οι Σουμέριοι 
χρησιμοποίησαν θείο για την προστασία των καλλιεργειών τους. Η επανάσταση 
όμως στην παρασιτολογική καταπολέμηση επήλθε μετά το πέρας του Β’ 
Παγκοσμίου Πολέμου με την εργαστηριακή σύνθεση χημικών ενώσεων με 
εντομοκτόνο δράση, αρχικά χλωριωμένων (DDT) και αργότερα οργανοφωσφορικών 
εντομοκτόνων. 
Το φθοροποιό έργο του δάκου στην ελιά είναι γνωστό από την αρχαιότητα 
(Πλίνιος 23-79 μ.Χ., έργο: Φυσική Ιστορία ¨Naturalis Historia¨). Εντούτοις η πρώτη 
προσπάθεια καταπολέμησης του εντόμου σημειώθηκε μόλις τον 18ο αιώνα, όπου 
προτάθηκε η πρώιμη συλλογή και σύνθλιψη του προσβεβλημένου ελαιοκάρπου 
ώστε να καταστραφούν οι πληθυσμοί εντός του καρπού και να μειωθούν οι ζημίες 
των επόμενων χρόνων. Η πρόταση δεν έτυχε αποδοχής διότι αποδείχθηκε 
ατελέσφορη και ανεφάρμοστη στην πράξη και σύντομα αντικαταστάθηκε από τη 
χρήση σακχαρούχων δολωμάτων τα οποία περιείχαν δηλητήριο [(Isnard, 1789 από 
Κοσμίδης, 1995]. Παράμετροι της μεθόδου, όπως η έκταση της εφαρμογής των 
δολωμάτων, το είδος του δηλητηρίου και της σακχαρούχου ουσίας καθώς και η 
μέθοδος χρησιμοποίησης του δολώματος, μελετήθηκαν εκτεταμένα [(Rozier, 1790; 
Gandofli, 1793; Portelli, 1854; Bonnafaux, 1859) από Κοσμίδης, 1995]. Ωστόσο, 
σημαντική πρόοδος καταγράφηκε το 1885 όταν ο Comes υποστήριξε για πρώτη 
φορά ότι κανένα μέτρο καταπολέμησης δε θα αποδειχθεί ωφέλιμο στην πράξη 
εφόσον δεν εφαρμόζεται συγχρόνως και στους ελαιώνες των παρακείμενων 
περιοχών. Λίγο αργότερα, το 1901, ο Reale διατύπωσε την ιδέα της διαβροχής των 
ελαιοδέντρων με δακοκτόνο υγρό (Κοσμίδης, 1995). 
Στην Ελλάδα οι πρακτικές οδηγίες για την καταπολέμηση του δάκου, όπως 
εκδόθηκαν από το Υπουργείο Εθνικής Οικονομίας το 1913, συνιστούσαν τη 
χρησιμοποίηση σακχαρούχου πολτού με προσθήκη δηλητηρίου. Το μείγμα περιείχε 
70 οκάδες μελάσσας, 2 οκάδες αρσενικώδες νάτριο και 80 έως 100 οκάδες νερό. Η 
πρώτη καταπολέμηση του δάκου με πολτό πραγματοποιήθηκε στα Φιλιατρά το 
1914, ενώ το 1920 έως το 1936 η αντιμετώπιση πραγματοποιούταν με την εκτέλεση 
3 ή 4 συνολικά διαβροχών (4 διαβροχές: χρόνος έναρξης το πρώτο δεκαήμερο του 
Ιουνίου και επανάληψη κάθε μήνα). Από το 1937 άρχισε και στην Ελλάδα η 
χρησιμοποίηση παγίδων για την παρακολούθηση της πορείας του δακοπληθυσμού 
στις διάφορες περιοχές. Στο τέλος της δεκαετίας του 1950, η διαπίστωση της 
ισχυρής ελκυστικής δράσης των υδρολυμένων πρωτεϊνών στο δάκο (Orfanidis et al., 
1958) μετατόπισε το ενδιαφέρον για την καταπολέμηση του εντόμου στη 
χρησιμοποίηση δολωμάτων που συνδυάζουν ορισμένα οργανωφοσφορικά 
εντομοκτόνα με υδρολυμένες πρωτεΐνες, αντικαθιστώντας εξ ολοκλήρου το μέχρι 
τότε χρησιμοποιούμενο αρσενικομελασσούχο πολτό (Ορφανίδης & 
Σουλτανόπουλος, 1962). 
Η καταπολέμηση του δάκου στη σύγχρονη ελαιοκομική πράξη πραγματοποιείται 
κυρίως με την εφαρμογή δύο μεθόδων χημικών επεμβάσεων, την κατασταλτική και 
την προληπτική, υπό την μορφή ψεκασμών. Η κατασταλτική μέθοδος (ψεκασμοί 
καλύψεως) εμφανίζονται εναντίον των προνυμφών που βρίσκονται στους καρπούς 
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και απαιτεί τη χρησιμοποίηση εντομοκτόνων διασυστηματικής δράσης (Roessier, 
1989) με επικρατέστερα το fenthion και το dimothoate λόγω της χαμηλής 
υπολειμματικότητάς τους στο λάδι (Cabras, 1997). Αντίθετα η προληπτική μέθοδος 
στοχεύει στη μείωση των πληθυσμών του ακμαίου και βασίζεται στην αρχή του 
τοπικού δολωματικού ψεκασμού χρησιμοποιώντας ως δόλωμα μια υδρολυμένη 
πρωτεΐνη στην οποία προστίθεται ένα κλασσικό οργανοφωσφορικό εντομοκτόνο. 
Της εφαρμογής των μεθόδων αυτών προηγείται η παρακολούθηση των πληθυσμών 
του εντόμου. Αυτό επιτυγχάνεται με δειγματοληψίες και με συλλήψεις σε τροφικές 
παγίδες τύπου Mc Phail (Εικόνα 6) ή χρωματικές παγίδες, οι οποίες 
εκμεταλλεύονται την προτίμηση του εντόμου στο κίτρινο χρώμα (μήκος κύματος 
500-520 nm) (Delrio et al., 1979; Prokopy et al., 1975). Η οικονομική σημασία της 
ελαιοκαλλιέργειας για μία χώρα και η επιθυμία για αποτελεσματικότερο 
συντονισμό μπορούν να θέσουν τα μέτρα καταπολέμησης του εντόμου υπό κρατικό 
έλεγχο. Η δακοκτονία στην Ελλάδα βρίσκεται στον τομέα ευθύνης των Τμημάτων 
Φυτοπροστασίας των Διευθύνσεων Γεωργίας των κατά τόπους Νομαρχιών και η 
καταπολέμηση πραγματοποιείται εφόσον η πυκνότητα του εντόμου παρατηρηθεί 
αυξημένη (3-5 έντομα ανά παγίδα ανά πενθήμερο ή/και > 2% προσβολή του 
καρπού). 
  
5.2 Μη χημικές μέθοδοι 
Ωστόσο, η χημική καταπολέμηση αμφισβητείται ιδιαίτερα τα τελευταία χρόνια. 
Η παρατεταμένη και αλόγιστη εφαρμογή των εντομοκτόνων και άλλων χημικών 
μέσων δημιουργεί σοβαρά οικολογικά και τοξικολογικά προβλήματα, λόγω του ότι 
οι χημικές ενώσεις είναι δύσκολα βιοαποικοδομήσιμες με αποτέλεσμα να 
εισέρχονται στην τροφική αλυσίδα και να βιομεγεθύνονται προς την κορυφή της 
τροφικής αλυσίδας. Η μόλυνση του εδάφους και των υδάτων, η μόλυνση των 
ζωικών οργανισμών και κυρίως οι αρνητικές συνέπειες στην ανθρώπινη υγεία 
(Denholm & Rowland, 1982) επιβάλλουν την ανάγκη ανάπτυξης φιλικότερων προς 
το περιβάλλον μεθόδων καταπολέμησης του εντόμου. Η παρουσία χημικών 
καταλοίπων στα προϊόντα και το περιβάλλον της ελιάς δε συμβαδίζει με την εικόνα 
ενός ωφέλιμου και ποιοτικού προϊόντος. 
Η μαζική σύλληψη ακμαίων του δάκου με τη χρήση δακοπαγίδων μπορεί να 
μετατραπεί σε αποτελεσματικό μέσο καταπολέμησής τους (Vossen et al., 2005). Η 
χρήση τους συνδυάζεται με την αξιοποίηση διαφόρων ερεθισμάτων και ουσιών με 
στόχο την προσέλκυση, την παγίδευση και τελικά τη θανάτωση του εντόμου(Εικόνα 
6). Τα ερεθίσματα μπορεί να είναι είτε οπτικά και τροφικά προσελκυστικά, είτε 
ουσίες που επηρεάζουν τη συμπεριφορά του εντόμου όπως η σεξουαλική 
φερομόνη. Η αποτελεσματικότητα των τελευταίων αυξάνεται σε καιρούς 
αναπαραγωγής (Montiel-Bueno & Jones,2002), ενώ των πρώτων εάν 
επικαλύπτονται με κολλώδη υλικά (Economopoulos et al., 1986). Όπως 
αναφέρθηκε, οι πρώτες προσπάθειες ελέγχου των πληθυσμών του δάκου μέσω 
προσέλκυσης και θανάτωσης σε παγίδες πραγματοποιήθηκαν τη δεκαετία του ΄50 
(Orphanidis, 1958), ενώ αργότερα ο προσδιορισμός των φερομονών του δάκου 
(Baker et al., 1980; Mazomenos & Haniotakis, 1981; 1985) επέτρεψε τη 
χρησιμοποίησή τους ως εργαλείο προσέλκυσης (Mazomenos et al., 1983; Haniotakis 
et al., 1987; 1991). Γενικότερα, χρησιμοποιούνται οι συνδυασμοί των παρακάτω 
παγίδων ώστε να γίνει πιο αποτελεσματική η καταπολέμηση (Katsoyannos, 1982).  
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Εικόνα 6:Δακοπαγίδα McPhail. 
 
Επίσης, μέσα στα πλαίσια ανεύρεσης ασφαλέστερων μεθόδων, η τεχνική 
στείρωσης των εντόμων αποκτά μεγάλη σημασία (SIT, Sterile Insect Technique). Η 
τεχνική συνίσταται στη μαζική παραγωγή εντόμων, στη στείρωση τους με εφαρμογή 
ακτινοβολίας γ και στην απελευθέρωσή τους στον αγρό με ελεγχόμενο τρόπο. 
Στόχος είναι η μείωση του αριθμού των γόνιμων διασταυρώσεων στους φυσικούς 
πληθυσμούς και η επακόλουθη μείωση του φυσικού πληθυσμού. Η σύζευξη μεταξύ 
στείρου αρσενικού και ακμαίου θηλυκού του πληθυσμού οδηγεί σε στείρα ωοτοκία. 
Ακόμη και αν προκύψουν κάποια άτομα, αυτά πεθαίνουν πρόωρα πριν 
ολοκληρώσουν την ανάπτυξή τους λόγω δομικών αλλαγών των χρωμοσωμάτων των 
γαμετών από την ακτινοβόληση (Economopoulos, 1972; Robinson, 2002). Η επιτυχία 
της μεθόδου είναι συνάρτηση κυρίως του αριθμού των στειρωθέντων εντόμων που 
εξαπολύεται σε μία περιοχή. Δηλαδή, ο αριθμός των στειρωθέντων ατόμων που 
εξαπολύονται πρέπει να είναι τέτοιος ώστε η πιθανότητα σύζευξης ενός θηλυκού 
αγρίου τύπου με ένα στείρο αρσενικό να είναι πολύ μεγαλύτερη από την 
πιθανότητα του θηλυκού με ένα ¨άγριο¨ αρσενικό. 
Η πρώτη επιτυχής εφαρμογή της μεθόδου πραγματοποιήθηκε το 1955 για την 
καταπολέμηση του εντόμου Cochliomyia hominivorax (σαρκοφάγος μύγα), που 
προσβάλλει τα βοοειδή, στο νησί  Curacao των Ολλανδικών Αντιλλών και στη Δυτική 
Φλόριδα των Η.Π.Α. (Baumhover et al., 1955). Ο πληθυσμός της μύγας μειώθηκε 
δραστικά και οι προσβολές ελαττώθηκαν στο ελάχιστο δυνατό. Τις τέσσερις 
τελευταίες δεκαετίες η μέθοδος έχει εφαρμοστεί με επιτυχία στην καταπολέμηση 
εντόμων οικονομικής σημασίας, όπως της μεσογειακής μύγας Ceraitis capitata 
(Hendrichs et al., 1983) και της μύγας του πεπονιού Bactrocera cucurbitae (Steiner 
et al., 1965; Ito & Koyama, 1982).  
Η μέθοδος του SIT εφαρμόστηκε και στην καταπολέμηση του δάκου τη δεκαετία 
του ΄70, χωρίς όμως επιτυχία (Economopoulos, 1977). Η αποτυχία αποδόθηκε σε 
διαφορές στη φυσιολογία και τη συμπεριφορά των στείρων εργαστηριακών ατόμων 
που απελευθερώθηκαν σε σχέση με τα άτομα των φυσικών πληθυσμών και κυρίως 
στον κακό συγχρονισμό στη συμπεριφορά σύζευξης. Πρώτον, λοιπόν, τα 
εργαστηριακά άτομα ήταν σεξουαλικώς ώριμα και συζευγνύονταν σε ηλικία 2 έως 3 
ημερών, ενώ τα άτομα του φυσικού πληθυσμού συζευγνύονταν για πρώτη φορά σε 
ηλικία 4 έως 6 ημερών (Economopoulos et al., 1971). Δεύτερον, τα εργαστηριακά 
άτομα ήταν πρόθυμα να συζευχθούν τις 4 τελευταίες ώρες της φωτόφασης, ενώ τα 
άτομα του φυσικού πληθυσμού συζευγνύονταν τις 2 τελευταίες ώρες της 
φωτόφασης (Zervas & Economopoulos, 1982). Και τρίτον, τα εργαστηριακά άτομα 
συζευγνύονταν λιγότερες φορές σε σύγκριση με τα άτομα του φυσικού πληθυσμού 
(Economopoulos, 1972). Η προσπάθεια εγκαταλείφθηκε λόγω της απουσίας 
βασικών μοριακών και γενετικών δεδομένων που θα μπορούσαν να βοηθήσουν 
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στην επίλυση παρόμοιων προβλημάτων. Γενικά, η ανάπτυξη εναλλακτικών μεθόδων 
αντιμετώπισης των εντόμων με σκοπό την εξάλειψη ή τον περιορισμό του αριθμού 
των χημικών επεμβάσεων προϋποθέτει τη γνώση της οικολογίας, βιολογίας και 
φυσιολογίας τους. 
 
6. Φυλοκαθορισμός   
      Η μέχρι τώρα προσέγγιση για την απομόνωση και μελέτη γονιδίων του δάκου 
που εμπλέκονται σε συγκεκριμένες λειτουργίες γίνεται με βάση την ομολογία με 
τους αντίστοιχους γονιδιακούς τόπους της Drosophila και της Μεσογειακής μύγας, 
όπως για παράδειγμα τα γονίδια sxl, dsx και tra που εμπλέκονται στο 
φυλοκαθορισμό (στην Drosophila melanogaster το μονοπάτι καθορισμού του φύλου 
βασίζεται στις αλληλεπιδράσεις μιας σειράς γονιδίων, το εναλλακτικό μάτισμα των 
οποίων διακρίνει τα αρσενικά από τα θηλυκά). Με την προσέγγιση αυτή δεν είναι 
δυνατόν να εντοπιστούν γενετικοί τόποι στο δάκο που δεν έχουν ομόλογό τους σε 
άλλους οργανισμούς. Για παράδειγμα, ο βασικός παράγοντας αρρενωπότητας που 
είναι γνωστό (γενετικά) ότι στα Tephritidae (Μεσογειακή μύγα και δάκος) εδράζει 
στο Υ χρωμόσωμα, δεν είναι δυνατόν να απομονωθεί γιατί δεν υπάρχει 
κλωνοποιημένο ομόλογό του (Lagos et al., 2005; 2007; Koukidou et al., 2006).  
 
7. Πρωτεομική  
      Οι πρωτεΐνες είναι ζωτικά συστατικά των ζωντανών οργανισμών, αφού 
συμμετέχουν στα φυσιολογικά μεταβολικά μονοπάτια των κυττάρων. Κάθε 
πρωτεΐνη έχει τη δική της αλληλουχία αμινοξέων, συγκεκριμένο μοριακό μέγεθος 
και ηλεκτρικό φορτίο. Οποιαδήποτε αλλαγή σε αυτά τα χαρακτηριστικά επηρεάζει 
άμεσα τη βιολογική λειτουργία της πρωτεΐνης. Ωστόσο η γνώση και μόνο της 
αμινοξικής αλληλουχίας δε συνεπάγεται και γνώση της τρισδιάστατης δομής, της 
λειτουργίας και της αλληλεπίδρασης μεταξύ πρωτεϊνών.  
     Το πρωτέομα, όρος που χρησιμοποιήθηκε για πρώτη φορά το 1994 από τον τότε 
υποψήφιο διδάκτορα Marc Wilkins, δεν είναι στατικό χαρακτηριστικό των 
κυττάρων. Αντιπροσωπεύει τη λειτουργική έκφραση των πληροφοριών, 
τροποποιείται ανάλογα με τον κυτταρικό τύπο, το αναπτυξιακό στάδιο και τις 
συνθήκες του περιβάλλοντος. Δεν είναι στατικό, είναι μεγάλο και πολύπλοκο λόγω 
παραγόντων όπως το εναλλακτικό μάτισμα, οι μετα-μεταφραστικές τροποποιήσεις, 
η χρονική ρύθμιση της πρωτεϊνοσύνθεσης και άλλες αλληλεπιδράσεις μεταξύ των 
πρωτεϊνών (Wilkins et al 1996). 
   Η πρωτεομική, η νέα προσέγγιση μελέτης των βιολογικών συστημάτων, 
ασχολείται με την ανάλυση του συνόλου των πρωτεϊνών ενός οργανισμού, δηλαδή 
του πρωτεόματος. Χρησιμοποιεί ένα συνδυασμό πολύπλοκων εξειδικευμένων 
τεχνικών πρωτεϊνικής βιοτεχνολογίας, βιοφυσικής και βιοπληροφορικής με κύριο 
σκοπό την ανίχνευση και ταυτοποίηση των πρωτεϊνών σε κάθε τύπο κυττάρου, 
ιστού ή οργανισμού, την εξακρίβωση της αλληλεπίδρασης τους και την περιγραφή 
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7.1. Εφαρμογές πρωτεομικής 
  Η πρωτεομική βρίσκει εφαρμογές σε τέσσερις τομείς, την εξόρυξη 
πληροφορίας, το προφίλ πρωτεϊνικής έκφρασης, τη χαρτογράφηση δικτύου 
πρωτεϊνών και την χαρτογράφηση των πρωτεϊνικών τροποποιήσεων. Η εξόρυξη 
πληροφορίας αφορά την ταυτοποίηση όλων ή όσο το δυνατόν περισσότερων 
πρωτεϊνών  σε ένα δείγμα.  
   Το προφίλ πρωτεϊνικής έκφρασης είναι η ταυτοποίηση των πρωτεϊνών σε 
ένα συγκεκριμένο δείγμα σε σχέση με μια κατάσταση του οργανισμού ή του 
κυττάρου (διαφοροποίηση, ανάπτυξη, κατάσταση ασθένειας) ή σε σχέση με την 
έκθεση του σε χημικό, φυσικό ερέθισμα. Η πιο κοινή εφαρμογή είναι η διαφορική 
ανάλυση όπου συγκρίνονται δύο καταστάσεις ενός συστήματος. Για παράδειγμα 
φυσιολογικά και παθολογικά κύτταρα ή ιστοί συγκρίνονται για να καθοριστούν 
ποιες πρωτεΐνες εκφράζονται διαφορετικά στη μια κατάσταση σε σχέση με την 
άλλη, πληροφορία ιδιαίτερης σημασίας στη φαρμακοθεραπεία.  
   Η χαρτογράφηση δικτύου πρωτεϊνών, μια από τις πλέον φιλόδοξες και 
ισχυρές εφαρμογές της πρωτεομικής, επικεντρώνεται στις αλληλεπιδράσεις μεταξύ 
των πρωτεϊνών, όπως τη μετάδοση σημάτων και σύνθετων μονοπατιών, σε ζωντανά 
συστήματα οργανισμών.  
  Στην χαρτογράφηση των πρωτεϊνικών τροποποιήσεων γίνεται προσπάθεια 
να οριστεί πώς και που τροποποιούνται οι πρωτεΐνες κυρίως από φορτισμένα ή μη 
μόρια που δημιουργούνται από περιβαλλοντικά και ενδογενή χημικά. Αυτή η 
προσέγγιση παρέχει στην επιστημονική κοινότητα νέους δρόμους για το ερώτημα 




7.2. Εργαλεία πρωτεομικής 
   Η ανάλυση του πρωτεόματος είναι αρκετά πολύπλοκη υπόθεση δεδομένου 
των πολλαπλών τροποποιήσεων και διαφοροποιήσεων των πρωτεϊνών. Οπότε η 
χρήση ειδικών μεθόδων και εργαλείων είναι επιτακτική.  
   Δύο τεχνικές είναι η εστίαση ισοηλεκτρικού σημείου(isoelectric focusing-IEF) 
και  η SDS ηλεκτροφόρηση πηκτωμάτων ακριλαμιδίου (SDS-PAGE), ο συνδυασμός 
των οποίων (δισδιάστατη ηλεκτροφόρηση) αποτελεί ισχυρό εργαλείο της 
πρωτεομικής.  
   Αναλυτικά, στην ισοηλεκτρική εστίαση, οι πρωτεΐνες διαχωρίζονται με βάση 
το ισοηλεκτρικό τους σημείο (pI), δηλαδή το pH στο οποίο το ολικό ηλεκτρικό 
φορτίο τους ισούται με μηδέν. Οι διαφορές στο pI των πρωτεϊνών, που 
καθορίζονται από τον αριθμό και τον τύπο των φορτισμένων ομάδων σε αυτές, 
είναι η βάση της ισοηλεκτρικής εστίασης. Υπάρχει μια σημαντική διακύμανση 
ανάμεσα στο pI διαφόρων πρωτεϊνών, αλλά συνήθως κυμαίνονται σε ένα εύρος pH 
3-12, με την πλειοψηφία αυτών να κυμαίνονται μεταξύ pH 4-7. Το μέσο που 
χρησιμοποιείται για το διαχωρισμό των πρωτεϊνών είναι το IPG strip, μια στενή 
ταινία πηκτή πολυακρυλαμίδης με βαθμίδωση  pH, που επιτυγχάνεται με 
αμφολύτες. Όταν τοποθετηθεί μια πρωτεΐνη σε αυτό το μέσο και εφαρμοστεί 
ηλεκτρικό πεδίο, τότε αρχικά θα κινηθεί προς το ηλεκτρόδιο με το αντίθετο φορτίο 
μέχρις ότου φτάσει στο σημείο εκείνο όπου η τιμή του pH ισούται με το pI της και 
σταματά να μετακινείται παραμένοντας σταθερή σε αυτό για αρκετά μεγάλο 
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διάστημα. Ο ρυθμός μετακίνησης εξαρτάται από τη δύναμη του πεδίου, το ολικό 
φορτίο της πρωτεΐνης, το μέγεθος της, το σχήμα, καθώς και την ιοντική ισχύ, το 
ιξώδες και τη θερμοκρασία του μέσου.      
 
               
Εικόνα 8:Απεικόνιση λειτουργίας ισοηλεκτρικής εστίασης και συσκευές που 
χρησιμοποιούνται για  αυτή. 
  
   Στην SDS ηλεκτροφόρηση πηκτωμάτων πολυακρυλαμιδίου οι πρωτεΐνες 
διαχωρίζονται με βάση το μοριακό τους βάρος υπό την  επίδραση ηλεκτρικού 
φορτίου. Η ταχύτητα μετακίνησης των πρωτεϊνών εξαρτάται από την ένταση του 
ηλεκτρικού πεδίου, το ολικό τους φορτίο, το μέγεθος και το σχήμα τους, καθώς και 
την ιοντική ισχύ, το ιξώδες και τη θερμοκρασία του μέσου στο οποίο τα μόρια 
κινούνται. Το μέσο αποτελείται από δύο πηκτώματα πολυακριλαμιδίου, το 
πήκτωμα συσσώρευσης (stacking gel) που είναι τοποθετημένο πάνω από το 
δεύτερο πήκτωμα διαχωρισμού (separating gel). Περιέχουν τον  αποδιατακτικό 
παράγοντα SDS (θειϊκό δωδεκυλικό νάτριο), ο οποίος δεσμεύεται στην 
«ραχοκοκαλιά» της πολυπεπτιδικής αλυσίδας με υδροφοβικούς δεσμούς, 
αποδιατάσσοντας την και δημιουργώντας ένα επίμηκες σύμπλοκο SDS- 
πολυπεπτιδικής αλυσίδας. Έτσι η ηλεκτροφορητική ικανότητα του πηκτώματος 
εξαρτάται μόνο από τα μοριακό βάρος του πεπτιδίου, ο προσδιορισμός του οποίου 
καθίσταται εφικτός με τον παραλληλισμό αποτελεσμάτων SDS-PAGE πρωτεϊνών 
γνωστού μοριακού βάρους (μάρτυρες). Παρόλα αυτά υπάρχουν ορισμένοι 
περιορισμοί. Οι πολύ βασικές ή με μεγάλο βαθμό γλυκοσυλίωση πρωτεΐνες, επειδή 
δεσμεύουν το SDS μόνο στο πρωτεϊνικό τους τμήμα, κινούνται πιο αργά στο 
πήκτωμα με αποτέλεσμα να ταυτοποιούνται λανθασμένα. Παρόμοιο πρόβλημα 
μπορεί να προκύψει και με ορισμένες πρωτεΐνες που δεν αποδιατάσσονται πλήρως 
παρουσία SDS. 
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Εικόνα 9: Συσκευές για την 2D ηλεκτροφόρηση και τρόπος διαχωρισμού των 
πρωτεϊνών στα πηκτώματα (οριζόντια διαχωρίζονται ως προς το ισοηλεκτρικό τους 
σημείο, ενώ κατακόρυφα ως προς το μοριακό τους βάρος) 
 
   Το δεύτερο εργαλείο είναι η φασματομετρία μάζας (mass spectrometry-MS). 
Η βασική ιδέα λειτουργίας είναι η αναγνώριση των μορίων βάσει μετρήσεων 
ακριβείας του λόγου μάζας προς φορτίο τους (m/z). Η τεχνολογία για αυτό το 
εργαλείο έχει βελτιωθεί σημαντικά. Έχει αναπτυχθεί υψηλή ευαισθησία, ενώ 
αναλύεται με ακρίβεια το μοριακό βάρος των πρωτεϊνών και ακόμα περισσότερο 
των πεπτιδίων. Αυτό το στοιχείο επαρκεί για την ταυτοποίηση της πρωτεΐνης, με την 
προϋπόθεση να έχει αλληλουχηθεί το γονιδίωμα από το οποίο προέρχεται. Εάν κάτι 
τέτοιο δε συμβαίνει τότε η απομονωμένη πρωτεΐνη είναι δυνατόν να αλληλουχηθεί 
με διαδοχικούς κύκλους φασματομετρίας μάζας. Σε αυτή την περίπτωση, μετά τον 
αρχικό προσδιορισμό του μοριακού βάρους, γίνεται πέψη με θρυψίνη προς 
σχηματισμό πεπτιδίων. Τα πεπτίδια αυτά διαχωρίζονται κατά τον πρώτο κύκλο της 
φασματομετρίας μάζας και στη συνέχεια το καθένα από αυτά διασπάται με ιονικό 
βομβαρδισμό. Τα θραύσματα που προκύπτουν διαχωρίζονται σε ένα δεύτερο κύκλο  
φασματομετρίας μάζας. Στη συνέχεια τα δεδομένα από τις μάζες των πεπτιδίων 
μπορούν να αναζητηθούν απευθείας στις Βάσεις  Δεδομένων για την ταυτοποίηση 
των πρωτεϊνών. 
                     
             
                                                       Φασματογράφος μάζας 
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Εικόνα 10: Σχηματική απεικόνιση λειτουργίας του φασματογράφου μάζας 
 
   Το τρίτο εργαλείο είναι οι Βάσεις  Δεδομένων, οι οποίες παρέχουν έναν 
πλήρη κατάλογο όλων των πρωτεϊνών που έχουν βρεθεί στους διάφορους 
οργανισμούς. Συγκρίνεται η μετρούμενη μάζα κάθε πεπτιδίου που προκύπτει από 
την πέψη των μελετούμενων πρωτεϊνών με τη μάζα των πεπτιδίων της Βάσης. Αν 
υπάρχει ταύτιση τότε από το πεπτίδιο της Βάσης μπορεί να προσδιοριστεί η 
πρωτεΐνη από την οποία προήλθε και με αυτόν τον τρόπο να ταυτοποιηθεί η 
άγνωστη πρωτεΐνη. Όμως ένα πεπτίδιο συνήθως δε συναντάται μόνο σε μια 
πρωτεΐνη, για το λόγο  αυτό τα πολλαπλά ταιριάσματα από μια πρωτεΐνη είναι 
απαραίτητα για την ταυτοποίηση της. Επίσης εάν στη μετρούμενη μάζα του 
πεπτιδίου συνεκτιμηθεί και το εύρος λάθους τότε ο αριθμός των ταιριασμάτων 
αυξάνεται. Βέβαια ο όγκος των δεδομένων σε μια Βάση είναι μεγάλος και αυτό έχει 
σαν επακόλουθο την ανάγκη για ισχυρούς και γρήγορους αλγόριθμους  που 
πραγματοποιούν εικονική πέψη των πρωτεΐνων της Βάσης (με βάση την αλληλουχία 
τους) και υπολογίζουν τη μάζα των πεπτιδίων που προκύπτουν. Μετά την εισαγωγή 
απαραίτητων στοιχείων, το σύστημα φιλτράρει την Βάση και εκτελεί τους 
απαραίτητους υπολογισμούς στις πρωτεΐνες που απομένουν. Τα πεπτίδια της 
Βάσης που ταιριάζουν με τις μετρούμενες μάζες ταξινομούνται σύμφωνα με τη 
μάζα τους και αυτά που ανήκουν στο επιλεγμένο εύρος λάθους αποτελούν τα 
«hits». Στη συνέχεια για κάθε «hit» υπολογίζεται μια τιμή/σκορ η οποία 













Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly





Σκοπός της παρούσας εργασίας απoτελεί η διερεύνηση της διαφορικής 
έκφρασης του πρωτεόματος σε αρσενικά και θηλυκά άτομα δάκου ώστε να 
εντοπιστούν και να απομονωθούν γενετικοί τόποι που εμπλέκονται στο 
φυλοδιαχωρισμό και να ολοκληρωθεί έτσι η εικόνα των μονοπατιών τους. H 
μέθοδος που χρησιμοποιήθηκε ώστε να μελετηθούν οι πρωτεΐνες που εμπλέκονται 
στα δύο φύλα ήταν η πρωτεομική (proteomics), όπου διερευνήθηκε το σύνολο των 
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Β. ΠΕΙΡΑΜΑΤΙΚΟ ΜΕΡΟΣ 
 
1. Υλικά  
 
Αντιδραστήρια 
Acetone (ChemLab)                                         Potassium chloride (SIGMA) 
Acetic acid (ChemLab)                                     PMSF (AppliChem) 
Acetonitrile (sds)                                              Potassium dihydrogen phosphate (SIGMA) 
Agarose (Biorad)                                              Potassium ferricyanide (AppliChem) 
Ammonium sulfate (SIGMA)                          Silver nitrate (SIGMA)  
Ammonium bicarbonate (SIGMA)                 Sodium carbonate (MERCK) 
APS (Panreac)                                                    Sodium chloride (SIGMA) 
Bis acrylamide (Biorad)                                    SDS (MERCK)                                                                           
Bromophenol blue (Panreac)                          Sodium hydrogen phosphate (SIGMA)    
Bradford reagent (Biorad)                               Sodium thiosulfate (AppliChem) 
Chaps (AppliChem)                                           Temed (AppliChem)                                                             
Coomassie R-250 (SIGMA)                              Tetracycline (MERCK) 
DTT (MERCK)                                                      Thiourea (AppliChem)  
Formic acid (ChemLab)                                    TCA (MERCK) 
Glycerol (AppliChem)                                        Tris (MERCK) 
Glycine (AppliChem)                                         Urea (AppliChem) 
HPLC Η2Ο (ChemLab)                                        Water saturated phenol-mix (AppliChem) 
Hydrochloric acid (ChemLab) 
Iodioacetamide (SIGMA-ALDRICH)                  Kit 
IPG buffer (Biorad)                                             2D clean-up (163-2130 Biorad)                                                            
Mercaptoethanol (SIGMA-ALDRICH)               Ένζυμα 
Methanol (ChemLab)                                        Nuclease mix (80-6501-42 GE Healthcare) 
Mineral oil (AppliChem)                                 Trypsin (T6567 SIGMA-ALDRICH) 
                                                                                                      
 
Ειδικά αντιδραστήρια 
IPG strips 17cm pH3-10 (163-2007), pH4-7(163-2008), pH5-8(163-2011) (Biorad) 
IPG strips 7cm pH3-10 (163-2000), pH4-7(163-2001) (Biorad) 












Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly







2.1.1. Καλλιέργεια του εντόμου Bactrocera oleae 
 
Στην παρούσα πτυχιακή μελετήθηκε το Δίπτερο έντομο Bactrocera oleae. Ο 
εργαστηριακός πληθυσμός προέρχεται από την αποικία του Εργαστηρίου 
Εντομολογίας του ΕΚΕΦΕ ‘Δημόκριτος’ με κωδικό ΑΤ (από τα αρχικά της Αγίας 
Τριάδας Ευβοίας, περιοχή όπου συλλέχθηκε ο φυσικός πληθυσμός) που 
εγκαθιδρύθηκε στο εντομοτροφείο πριν από περίπου 40 χρόνια. Η εκτροφή του 
εντόμου διατηρείται σε θάλαμο σταθερής θερμοκρασίας 23οC ± 2οC, σχετικής 
υγρασίας 65% ± 5οC και φωτοπερίοδο 12:12 (φως:σκοτάδι) (Κακάνη,2009). 
   
2.1.2.Ενήλικα άτομα 
 
Τα ενήλικα άτομα του πληθυσμού (~200 άτομα) διατηρούνται σε κλουβί 
διαστάσεων τουλάχιστον 30 cm x 30 cm x 30 cm (7- 8 άτομα/lt, Hagen et al., 1963)  
 
2.2. Απομόνωση πρωτεϊνών από B.oleae 
 
Αρχικά κόβουμε τα κεφάλια από B.oleae. Στη συνέχεια προσθέτουμε  
Rehydration Buffer και ομογενοποιούμε το δείγμα. Ύστερα, τα δείγματα 
τοποθετούνται O/N στους 4οC (cold room). Ακολουθεί φυγοκέντρηση  των 
δειγμάτων για 1h στις 13.000rpm και συλλογή του υπερκειμένου. 
Σημείωση: Όλες οι διεργασίες έγιναν σε πάγο, κάτω από σηπτικές συνθήκες. 
 
7M Urea 0,841gr 
2M Thiourea 0,304gr 
2% CHAPS 0,04gr 
10mg/ml DTT 0,02gr  
IPG buffer (συνήθως 0,2%) 20μl 
Bromophenol blue 3μl 
dH2O εώς 2ml 
Πίνακας 1: Διάλυμα ενυδάτωσης 2ml 
  
 
2.3.Φωτομετρικός ποσοτικός προσδιορισμός Bradford   
 
   Ο προσδιορισμός της συγκέντρωσης ενός δείγματος σε πρωτεΐνες 
πραγματοποιείται με την μέθοδο Bradford. Οι πρωτεΐνες αντιδρούν με το 
αντιδραστήριο σε περίσσεια και σχηματίζεται μια έγχρωμη ένωση.  Σε ορισμένο 
εύρος συγκεντρώσεων η ποσότητα της σχηματιζόμενης έγχρωμης ένωσης είναι 
ανάλογη της ποσότητας της αρχικής ουσίας. Για την ποσοτικοποίηση του δείγματος, 
είναι απαραίτητη η κατασκευή πρότυπης καμπύλης συσχέτισης της οπτικής 
πυκνότητας με την πρωτεϊνική συγκέντρωση, με την χρήση δειγμάτων γνωστής, 
διαβαθμισμένης, συγκέντρωσης πρωτεΐνης.  
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 Κατασκευή πρότυπης καμπύλης με πρωτεΐνη BSA γνωστών συγκεντρώσεων. 
Προσέχουμε πάντα να συμπληρώνουμε με τα διαλύματα στα οποία είναι 
κάθε φορά το προς μελέτη πρωτεϊνικό δείγμα. Παρακάτω δίνεται 
παράδειγμα κατασκευής πρότυπης καμπύλης για δείγματα που έχουν 
υποστεί καθαρισμό και έχουν επαναδιαλυθεί σε Rehydration buffer 
       Παράδειγμα 
C (mg/ml) 
BSA 






0 0 20 980 
0,2 0,4 19,6 980 
0,4 0,8 19,2 980 
0,6 1,2 18,8 980 
0,8 1,6 18,4 980 
1 2 18 980 
      Πίνακας 1 : Προετοιμασία δειγμάτων BSA γνωστής συγκέντρωσης  
 
Για τα δείγματα στο πείραμα 
 
 
Γράφημα 1: Πρότυπη καμπύλη 
 
Σημείωση: Είναι απαραίτητη η δημιουργία πρότυπης καμπύλης κάθε φορά που 
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 Επειδή τα δείγματα μας περιέχουν αρκετή ποσότητα πρωτεϊνών όλα τα 
διαλύματα που χρησιμοποιούμε για τη μέτρηση Bradford είναι αραιωμένα 
κατά πέντε φορές (τροποποιημένη Bradford) από αυτά που 
χρησιμοποιούνται κλασσικά.  
 Δηλαδή:  
 Αραίωση των (αγνώστων δειγμάτων 1/5)  προς 1/5 και 1/10 για να μην 
ξεφύγει η απορρόφηση από αυτές των προτύπων διαλυμάτων 
 






Πίνακας 2 : Προετοιμασία άγνωστων δειγμάτων για μέτρηση Bradford σε 
ενδοκυττάρια δείγματα 
 
 Vortex, επώαση για 10min(σε συνθήκες σκότους), φωτομέτρηση στα 595nm. 
 Προσδιορισμός της συγκέντρωσης των πρωτεϊνών με την πρότυπη εξίσωση  
 
 
2.4. Κατακρήμνιση/Καθαρισμός πρωτεϊνών 
 
1. TCA/Ice-cold acetone  
 
   Στο πρωτόκολλο αυτό χρησιμοποιείται TCA και ακετόνη μαζί για την 
κατακρήμνιση των πρωτεϊνών. Ο συνδυασμός και των δυο χρησιμοποιείται συχνά 
για την προετοιμασία δειγμάτων που πρόκειται να αναλυθούν με την δισδιάστατη 
ηλεκτροφόρηση και είναι πιο αποτελεσματική από την χρήση των δυο 
αντιδραστηρίων ξεχωριστά.  
   Παρόλα αυτά μπορεί να είναι δύσκολη η επαναδιάλυση του πρωτεϊνικού 
ιζήματος και μπορεί να μην διαλυθεί τελείως. Επίσης παρατεταμένη διάρκεια 
έκθεσης του πρωτεϊνικού δείγματος σε αυτό το διάλυμα μπορεί να προκαλέσει την 
αποικοδόμηση μερικών πρωτεϊνών εξαιτίας του χαμηλού pH. 
 
  Πρωτόκολλο 
  Σημείωση: Η συγκεκριμένη μέθοδος χρησιμοποιείται ως πρώτο βήμα      
  κατακρήμνισης /καθαρισμού, καθώς και περαιτέρω μείωσης του όγκου του  
  υπερκειμένου. Έπειτα, εάν και εφόσον κρίνεται απαραίτητο, προχωράμε σε  
  επιπλέον κατακρήμνιση /καθαρισμό με τη μέθοδο του 2D clean-up kit(2.4.4). 
 Αναλογία 1:8:1-πρωτεϊνικό δείγμα:ice-cold acetone:TCA 100% 
 Επώαση για 1h-ιδανικά O/N-στους -20οC  
 Φυγοκέντρηση στις 14.000 rpm για 15min στους 4οC 
 Αφαιρούμε υπερκείμενο 
 Προσθέτουμε 1ml ice-cold acetone, vortex, φυγοκέντρηση στις 14.000 rpm 
για 15min στους 4οC 





Αραίωση 1/5 20μl 0μl 980μl 
Αραίωση 1/10 10μl 10μl 980μl 
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 Επαναλαμβάνουμε το παραπάνω βήμα για τουλάχιστον άλλες τρεις φορές 
 Αφαιρούμε υπερκείμενο 
 Στεγνώνουμε το ίζημα  
Σημείωση: Το στέγνωμα θα πρέπει να διαρκέσει 5-10 min. Αν διαρκέσει περισσότερο 
θα είναι πολύ δύσκολο να επαναιωρηθεί το ίζημα .                                  
 Επαναιώρηση του ιζήματος σε Vμl rehydration Rehydration buffer  
Σημείωση: Ο όγκος του Rehydration buffer υπολογίζεται ανάλογα με το δείγμα μας 
και το τι  θέλουμε να κάνουμε έπειτα.                              
 
2. Phenol/Ice-cold acetone 
 
   Αυτό το πρωτόκολλο χρησιμοποιείται πολύ συχνά σαν μέθοδος για την 
απομάκρυνση των πρωτεϊνών από ένα δείγμα DNA. Στη συγκεκριμένη περίπτωση το 
δείγμα του DNA απομακρύνεται από το αρχικό μας δείγμα ώστε τελικά να 
παραμείνουν στο δείγμα μας μόνο οι  πρωτεΐνες.                                                       
   Όταν στο περιβάλλον των πρωτεϊνών προστεθεί η φαινόλη, τότε οι 
υδρόφοβες αλυσίδες πρέπει να αλληλεπιδράσουν με την λιγότερο πολική φαινόλη, 
γι αυτό αναγκάζονται να «βγουν» προς τα έξω, ενώ οι πολικές αλυσίδες αντίστοιχα 
μετακινούνται στο εσωτερικό για να προστατευτούν από το ακατάλληλο 
περιβάλλον. Άρα οι πρωτεΐνες μετουσιώνονται μόνιμα, από την αλλαγή στο 
περιβάλλον που προκαλεί η φαινόλη.  
    Έτσι λοιπόν διαχωρίζονται οι πρωτεΐνες από το DNA στο δείγμα, με τις 
μετουσιωμένες πρωτεΐνες να παραμένουν στην φάση φαινόλης που βρίσκεται στην 
κάτω πλευρά, ενώ το DNA και οι πολυσακχαρίτες παραμένουν στην υδατική φάση 
στην πάνω πλευρά.      
   Η ακετόνη είναι ένας οργανικός διαλύτης που χρησιμοποιείται συχνά στην 
κατακρήμνιση. Όμως μόνο με την χρήση ακετόνης γίνεται μερική ανάκτηση  όλων 
των πρωτεϊνών και υπάρχει η πιθανότητα διάφορες διαλυτές προσμίξεις να 
παραμείνουν στο δείγμα. 
 
Πρωτόκολλο  
  Σημείωση: Η συγκεκριμένη μέθοδος χρησιμοποιείται ως πρώτο βήμα      
  κατακρήμνισης /καθαρισμού, καθώς και περαιτέρω μείωσης του όγκου του  
  υπερκειμένου. Έπειτα, εάν και εφόσον κρίνεται απαραίτητο, προχωράμε σε  
  επιπλέον κατακρήμνιση /καθαρισμό με τη μέθοδο του 2D clean-up kit (2.4.4). 
Προσοχή: Η φαινόλη είναι ιδιαίτερα τοξική, δηλητηριώδης και προκαλεί λευκές 
κηλίδες και εγκαύματα στο δέρμα. 
 Αναλογία 1:1/2-υπερκείμενο:water-saturated phenol mix 
 Θέρμανση σε υδατόλουτρο στους 70ο C για 10min 
 Επώαση σε πάγο για 5min 
 Φυγοκέντρηση στις 5.000 rpm για 10min στους 4ο C 
Σημείωση: Σχηματίζονται η υδατική φάση στο πάνω μέρος, η φάση φαινόλης στο 
κάτω και χωρίζονται από την ενδιάμεση φάση. Η πρωτεΐνη έχει μαζευτεί στη 
φαινολική φάση οπότε θα πρέπει οι χειρισμοί μας κατά το διαχωρισμό των φάσεων 
να είναι ιδιαίτερα λεπτοί.  
 Μαζεύουμε με προσοχή την υδατική φάση και ενδιάμεση σε άλλο eppendorf 
ενώ κρατάμε την φάση φαινόλης. 
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 Μετράμε πάλι αναλογία 1:1/2- υδατική/ενδιάμεση φάση: water-saturated 
phenol mix  
 Θέρμανση στους 70ο C 
 Επώαση σε πάγο για 5min 
 Φυγοκέντρηση στις 5.000 rpm για 15min στους 4ο C 
 Χωρίζουμε και πάλι την υδατική-ενδιάμεση φάση με προσοχή από την φάση 
φαινόλης και κρατάμε την φάση φαινόλης 
 Προσθέτουμε 2ml ice-cold acetone στη φάση φαινόλης 
 Επώαση τουλάχιστον για 3h-ιδανικά O/N-στους -20οC  
 Φυγοκέντρηση στις 14.000 rpm για 30min στους 4ο C 
 Αφαιρούμε υπερκείμενο 
 Ξεπλένουμε το ίζημα με 200μl 80% ice-cold acetone 
 Φυγοκέντρηση στις 14000 rpm για 10 min στους 4ο C 
 Επαναλαμβάνουμε το παραπάνω βήμα για τουλάχιστον άλλες πέντε φορές 
 Ξεπλένουμε το ίζημα με 200μl 100% ice-cold acetone 
 Φυγοκέντρηση στις 14000 rpm για 10 min στους 4ο C  
 Αφαιρούμε υπερκείμενο 
 Στεγνώνουμε το ίζημα  
Σημείωση: Το στέγνωμα θα πρέπει να διαρκέσει 5-10 min. Αν διαρκέσει περισσότερο 
θα είναι πολύ δύσκολο να επαναιωρηθεί το ίζημα .                                  
 Επαναιώρηση του ιζήματος σε Vμl rehydration buffer  
Σημείωση: Ο όγκος του rehydration buffer υπολογίζεται ανάλογα με το δείγμα μας 
και το τι  θέλουμε να κάνουμε έπειτα.                              
 
3.Ammonium sulfate  
 
Το ammonium sulfate δρα απομακρύνοντας τα μόρια του νερού από τα μη 
πολικά μέρη της πρωτεΐνης. Η μείωση των διαθέσιμων μορίων νερού αυξάνει την 
επιφανειακή τάση και βελτιώνει τις υδροφοβικές αλληλεπιδράσεις, επιτρέποντας 
έτσι την κατακρήμνιση της πρωτεΐνης από το διάλυμα ή την πρόσδεση της σε 
υδροφοβική στήλη.  
 
Πρωτόκολλο 
 Μετράμε τον όγκο του πρωτεϊνικού διαλύματος, το βάζουμε σε ποτήρι 
ζέσεως με μαγνητάκι και το τοποθετούμε σε μπανάκι πάγου ή στους  4°C 
πάνω σε έναν μαγνητικό αναδευτήρα. 
 Υπολογίζουμε την απαιτούμενη ποσότητα ammonium sulfate σύμφωνα με 
τον πίνακα 4 
Σημείωση: Συνήθως φτάνουμε κατευθείαν σε ποσοστό κορεσμού 85-90%, αλλά 
αρκετές φορές φτάνουμε σταδιακά σε δύο ή παραπάνω βήματα. 
 Προσθέτουμε μικρές ποσότητες ammonium sulfate, αναδεύουμε σε χαμηλή 
ταχύτητα  έως ότου το αλάτι διαλυθεί. 
 Επαναλαμβάνουμε το παραπάνω βήμα μέχρι να προσθέσουμε όλο το αλάτι. 
 Μόλις διαλυθεί όλο το ammonium sulfate, το απομακρύνουμε από τον 
μαγνητικό αναδευτήρα και το τοποθετούμε στους 4°C Ο/Ν. 
 Φυγοκεντρούμε στα 5000 x g  για 10 min στους 4°C 
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 Απομακρύνουμε το υπερκείμενο προσεκτικά, προσπαθώντας να 
αφαιρέσουμε και την τελευταία σταγόνα ammonium sulfate. 
 Επαναδιαλύουμε το ίζημα στον επιθυμητό όγκο σε κατάλληλο buffer και   
dialyse σε 100-200 όγκους του buffer.  
 Αλλάζουμε 2-3 φορές το διάλυμα, αφήνοντας το τελευταίο Ο/Ν για πλήρη 
εξισορρόπηση.  
Σημείωση: Μετά από 2 αλλαγές η συγκέντρωση του ammonium sulfate που έχει 
παραμείνει στο δείγμα μας αναμένεται να είναι της τάξεως 1-2mM, ενώ με την 
τρίτη αλλαγή πλησιάζει στο μηδέν. 
 
Πίνακας 4  : Η αρχική και τελική συγκέντρωση ammonium sulfate εκφρασμένη σε ποσοστό 
κορεσμού κάθετα και οριζόντια αντίστοιχα. Ανάμεσα αναγράφονται τα γραμμάρια του αλατιού 
που πρέπει να προστεθούν σε κάθε λίτρο διαλύματος από την αρχική συγκέντρωση για να 
φτάσουμε στην απαιτούμενη τελική. 
 
4. 2D cleanup-kit 
 
   To kit αυτό παρέχει την δυνατότητα καθαρισμού των πρωτεϊνών που θα 
χρησιμοποιηθούν στην δισδιάστατη ηλεκτροφόρηση. Kατακρημνίζει, συγκεντρώνει 
και ποσοτικοποιεί τις πρωτεΐνες στο δείγμα, ενώ ταυτόχρονα απομακρύνει ουσίες 
όπως ιονικά απορρυπαντικά, άλατα, νουκλεϊκά οξέα και φαινολικές ενώσεις τα 
οποία παρεμβαίνουν στην ισοηλεκτρική εστίαση των πρωτεϊνών. Μπορεί να 
χρησιμοποιηθεί για τον καθαρισμό σχεδόν οποιασδήποτε πρωτεΐνης και βελτιώνει 
τα αποτελέσματα της δισδιάστατης ηλεκτροφόρησης μειώνοντας τις οριζόντιες 
γραμμώσεις στο φόντο του gel που παρεμποδίζουν την εστίαση των πρωτεϊνών κατά 
την ισοηλεκτρική εστίαση των πρωτεϊνών.  
 
  Πρωτόκολλο 
Σημείωση: Απαραιτήτως τα δείγματα σε πάγο σε κάθε βήμα, εκτός αν υπάρχει 
διαφορετική οδηγία. 
 Μεταφορά 1-500μg πρωτεΐνης σε τελικό όγκο 100μl 
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Σημείωση: Ποσότητες πρωτεΐνης >500μg ίσως μειώσουν την αποτελεσματικότητα 
του καθαρισμού οδηγώντας σε χαμηλής ποιότητας IEF. 
 Προσθήκη 300μl precipitating agent 1 στο δείγμα, vortex, επώαση σε πάγο 
για 15min 
 Προσθήκη 300μl precipitating agent 2 στο δείγμα, vortex 
Σημείωση:  Δεν πρέπει να ακουμπήσει το tip της πιπέτας το δείγμα, υπάρχει 
πιθανότητα απώλειας πρωτεΐνης. 
 Φυγοκέντρηση 15-20min σε μέγιστη ταχύτητα >12000 x g ώστε να 
σχηματιστεί ίζημα 
 Γρήγορη αφαίρεση του υπερκειμένου ώστε να μην διαλυθεί το ίζημα 
Σημείωση:  Τοποθετούμε τα tubes στη φυγόκεντρο πάντα με την ίδια φορά ώστε το 
ίζημα να μένει στο ίδιο σημείο. 
 Προσθήκη 40μl wash reagent 1 στην κορυφή του ιζήματος, φυγοκέντρηση για 
5min μέγιστη ταχύτητα >12000 x g 
Σημείωση:  Αν  είχε σχηματιστεί ίζημα στα τοιχώματα του tube, πρέπει να γίνει 
πιπετάρισμα ή/και vortex του wash reagent πάνω στο ίζημα πολλές φορές, ώστε να 
καθαριστεί καλά.    
 Απομάκρυνση υπερκειμένου 
 Προσθήκη 25μl HPLC H20, vortex 10-20sec 
Σημείωση:  Το ίζημα μπορεί να διασκορπιστεί, αλλά δεν θα διαλυθεί στο H20. 
 Προσθήκη 1ml wash reagent 2 και 5μl wash 2 additive, Vortex 1min 
Σημείωση: Το wash reagent 2 πρέπει να έχει κρυώσει στους -200 C για τουλάχιστον 
μια ώρα. Αν αυτό έχει παγώσει καλά, τότε το ίζημα δεν θα διαλυθεί. 
 Επώαση για 30min στους -20ο C. Κάθε 10min κατά την διάρκεια της επώασης 
κάνουμε vortex για 30sec  
 Φυγοκέντρηση των δειγμάτων για 5min ώστε να σχηματιστεί ίζημα, 
απομάκρυνση υπερκειμένου. Το ίζημα σε αυτή την φάση θα πρέπει να 
εμφανίζεται άσπρο 
 Στέγνωμα του ιζήματος μέσα στον απαγωγό σε θερμοκρασία δωματίου. 
Μετά το στέγνωμα το ίζημα θα πρέπει να φαίνεται διαφανές. 
Σημείωση: Το στέγνωμα θα πρέπει να διαρκέσει το πολύ μέχρι 5 min. Αν διαρκέσει 
περισσότερο θα είναι πολύ δύσκολο να επαναιωρηθεί το ίζημα .                                  
 Επαναιώρηση του ιζήματος σε Vμl rehydration buffer  
Σημείωση: Ο όγκος του rehydration buffer υπολογίζεται ανάλογα με το δείγμα μας 
και το τι  θέλουμε να κάνουμε έπειτα.                              
 Το πρωτεϊνικό διάλυμα μπορεί να χρησιμοποιηθεί απευθείας για την                                    
              ηλεκτροφόρηση πρώτης διάστασης IEF 
Σημείωση: Η αχρησιμοποίητη ή εναπομένουσα πρωτεΐνη μπορεί να αποθηκευτεί  σε 
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   Σε αυτό το βήμα γίνεται η διανομή του πρωτεϊνικού δείγματος κατά μήκος 
του strip. Κάθε IPG strip ανάλογα με το μήκος του και τη διαβάθμιση του pH 
απορροφά διαφορετικό όγκο δείγματος και ποσότητα πρωτεΐνης, όπως φαίνεται 
στον παρακάτω πίνακα: 
Πίνακας 5 : Σχέση μήκους strip, ποσότητας πρωτεΐνης και ολικού όγκου rehydration 
buffer 
Σημείωση: Στην παρούσα εργασία φορτώναμε πάντα 350μg πρωτεΐνης στα 300μl 
rehydration buffer στα strip 17cm και 100μg πρωτεΐνης στα 125μl rehydration buffer 
στα strip 7cm. 
  Το διάλυμα ενυδάτωσης (rehydration buffer) του strip δεν περιέχει μόνο το 
πρωτεϊνικό δείγμα αλλά και πολλές άλλες ουσίες. Οπότε για την προετοιμασία του 
είναι απαραίτητοι οι παρακάτω υπολογισμοί:  
 
 Rehydration buffer 
-Vπρωτεΐνης (μl) = m(φορτώματος)μg / C (έχει υπολογιστεί από Bradford)(μg/μl) 
 -2% chaps:          0,04gr*V (rehydration buffer) μl/2000μl διαλυμένα σε Rehydration 
buffer.    
 -10mg/ml DTT:  0,02gr* V (rehydration buffer) μl/2000μl διαλυμένα σε Rehydration 
buffer 
-0,2%IPG buffer: 20μl* V (rehydration buffer) μl/2000μl Rehydration buffer 
 -Συμπληρώνουμε εάν χρειαστεί με Rehydration buffer μέχρι τον επιθυμητό όγκο 
ανάλογα με το strip. 
 
Σημείωση: Είναι πολύ σημαντικό κατά την ενυδάτωση του strip να φορτώνονται 
πάντα οι ίδιες ποσότητες πρωτεϊνών από τα δυο διαφορετικά στελέχη, έτσι ώστε τα 
αποτελέσματα να είναι συγκρίσιμα και η παρουσία ή απουσία spot μετά την 
ηλεκτροφόρηση να μην οφείλεται σε διαφορετική ποσότητα των πρωτεϊνών. Επίσης 
στο διάλυμα ενυδάτωσης προστίθενται και άλλες ουσίες με διαφορετικό ρόλο η 
καθεμία. Στον παρακάτω πίνακα αναφέρονται τα συστατικά και ο ρόλος τους. 
 
Συστατικά  Ρόλος 
Ουρία (Urea) Είναι ουδέτερη χαοτροπική ουσία που 
διαλυτοποιεί και μετουσιώνει τις 
πρωτεΐνες. 
Θειουρία (Thiourea)  Χρησιμοποιείται επιπρόσθετα με την 
Urea για την βελτίωση της 
διαλυτοποίησης, ιδιαίτερα των 
υδροφοβικών πρωτεϊνών.   
Μήκος IPG strip(cm) 7 cm 17 cm 
Ποσότητα πρωτεΐνης(μg) 50-100μg 200-400μg 
Όγκος rehydration buffer(μl) 125μl 300μl 
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Chaps Είναι απορρυπαντικό που έχει μηδενικό 
ηλεκτρικό φορτίο. Διαλυτοποιεί τις 
υδροφοβικές πρωτεΐνες και ελλατώνει 
την συσσωμάτωση διαφορετικών 
πρωτεϊνών.   
Διθειοθρεϊτόλη (DTT) Είναι αναγωγική ουσία που 
χρησιμοποιείται για την διάσπαση 
δισουλφιδικών δεσμών και την 
διατήρηση των πρωτεϊνών στην 
ανηγμένη τους κατάσταση μέσω της 
ενυδάτωσης τους. Πρέπει να 
προστίθενται ακριβώς πριν την διανομή 
του δείγματος στο strip.  
Αμφολύτες (IPG Buffer) Βελτιώνει τον διαχωρισμό των 
πρωτεϊνών, αυξάνει την διαλυτότητά 
τους, και βοηθάει στην ομοιόμορφη 
κατανομή της αγωγιμότητας κατά μήκος 
του strip. 
Κυανό της βρωμοφαινόλης Χρωστική που επιτρέπει την 
παρακολούθηση της εξέλιξης της IEF. 
Καθώς το strip διαπερνάτε από ρεύμα η 
χρωστική μετακινείται προς την άνοδο. 
Πίνακας 4: Προσμίξεις που επηρεάζουν τα αποτελέσματα της 2-D ηλεκτροφόρησης 
  
 Ανακινούμε ελαφρά το διάλυμα και το απλώνουμε κατά μήκος ενός  
διαδρόμου του tray με προσοχή για να μη δημιουργηθούν φυσαλίδες, οι οποίες 
εμποδίζουν την ομοιόμορφη κατανομή του δείγματος πάνω στο strip. 
 Βγάζουμε από τους -20 ο C τα IPG strips. Με μια λαβίδα αφαιρούμε με  
προσοχή το προστατευτικό πλαστικό κάλυμμα από την πλευρά του πηκτώματος στο 
strip. 
 Τοποθετούμε το strip με την πλευρά του πηκτώματος πάνω στο δείγμα, με  
προσοχή ώστε να μην παγιδευτούν φυσαλίδες πάνω στην επιφάνεια του 
πηκτώματος. Το «+» που αναγράφεται πάνω στο strip πρέπει να είναι 
τοποθετημένο προς την αριστερή πλευρά του tray. Πρέπει επίσης το δείγμα να μην 
ακουμπάει στα πλαστικά άκρα του strip καθώς αυτή η ποσότητα δεν θα 
απορροφηθεί από το πήκτωμα του strip. 
 Αφήνουμε το δείγμα να απορροφηθεί από το πήκτωμα για 20min και στη  
συνέχεια καλύπτουμε το strip με 1-2ml mineral oil ώστε να αποφύγουμε την 
εξάτμιση του δείγματος κατά την διάρκεια της διαδικασίας. 
 Καλύπτουμε το tray με το πλαστικό καπάκι και το αφήνουμε σε επίπεδη  




 Χρησιμοποιούμε τη συσκευή «PROTEAN IEF focusing tray», το οποίο 
διαθέτει  δυο ηλεκτρόδια σε κάθε διάδρομο. Πάνω σε κάθε ηλεκτρόδιο 
τοποθετούμε 2 χαρτάκια εμποτισμένα με dH2O για καλύτερη αγωγιμότητα. 
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 Απομακρύνουμε προσεκτικά το strip από το tray με την βοήθεια λαβίδας. Το  
   κρατάμε για λίγο κάθετα πάνω σε μια επιφάνεια χαρτιού ώστε να απομακρυνθεί 
το mineral oil. 
 Μεταφέρουμε το IPG strip στο focusing tray με την πλευρά του πηκτώματος  
προς τα κάτω, να ακουμπάει στην επιφάνεια του tray. Η πλευρά του strip με την 
ένδειξη “+” τοποθετείται στην αριστερή πλευρά του διαδρόμου. 
 Καλύπτουμε το strip με 1-2ml mineral oil.Κλείνουμε το tray με το καπάκι και  
το τοποθετούμε στη συσκευή ηλεκτροφόρησης. 
 
Οι συνθήκες ισοηλεκτρικής εστίασης είναι: 
Για strip 17 cm  :                                                              Για strip 7 cm  :  
Step 1   RAPID, 250V, 2h-4h                                           Step 1   LINEAR, 250V, 20min 
Step 2   RAPID,  1000 V, 1h                                            Step 2   RAPID, 250V, 50min 
Step 3 GRADIENT, 6000V, 4h                                         Step 3   LINEAR, 4000 V, 2h 
Step 4 RAPID, 6000V, 60000 Vhrs                                 Step 4 RAPID, 4000V, 2h 
Step 5 RAPID, 500V, 1min 
Step 6 RAPID, 500V, 20h  
 
Σημείωση : Μετά το τέλος του πρώτου βήματος η ένταση του ρεύματος πρέπει να 
ΜΗΝ ξεπερνάει τα 10μΑ/ gel. Αν δεν συμβεί αυτό σημαίνει πως δεν έχουν 
απομακρυνθεί τα άλατα από το δείγμα και θα πρέπει να αυξήσουμε την χρονική 
διάρκεια του πρώτου βήματος μέχρι η τάση να πέσει στο επιθυμητό όριο. 
Σημείωση : Θα πρέπει επίσης να ελέγχουμε τα mA και κατά τη διάρκεια του τρίτου 
και τέταρτου βήματος για να σιγουρευτούμε ότι δεν ανέβηκαν πολύ. 
Σημείωση :Η IEF τελειώνει με την ολοκλήρωση του 5ου βήματος (strip 17 cm) και του 
3ου  βήματος (strip 7cm) . Το 6ο βήμα- 4ο βήμα αντίστοιχα, συγκρατεί τις πρωτεΐνες 
εστιασμένες έως ότου να βγάλουμε το δείγμα από το μηχάνημα για να ξεκινήσουμε 
την ηλεκτροφόρηση δεύτερης διάστασης. 
 
 
6. Δεύτερη διάσταση-SDS ηλεκτροφόρηση  πολυακρυλαμιδίου (SDS-
PAGE) 
 
Προετοιμασία μεγάλου SDS gel πολυακριλαμιδίου 
 
 Τοποθετούμε αρχικά το μεγάλο τζάμι (larger outer plate) πάνω στον πάγκο 
 Στις δυο παράλληλες κάθετες πλευρές τοποθετούμε τα spacers στα οποία 
έχουμε απλώσει ελάχιστη ποσότητα βαζελίνης, ώστε να αποφύγουμε 
διαρροές του πηκτώματος από τα πλάγια των τζαμιών 
 Από πάνω τοποθετούμε το μικρό τζάμι ( small inner plate) 
 Στερεώνουμε ανάμεσα στα δυο clamps και τα δυο τζάμια  
 Ευθυγραμμίζουμε τα  δυο τζάμια στην επιφάνεια του πάγκου, βάζοντας την 
κάρτα ευθυγράμμισης (alignment card) ώστε να σπρώξουμε τα spacers προς 
τις άκρες 
 Απλώνουμε αγαρόζη 0,8% από άκρη σε άκρη στα σφουγγαράκια της 
οριζόντιας βάσης 
Σημείωση: agarose 0,8% 100ml: running buffer 10x 10ml-agarose 0,8gr-dH2O 90ml 
Running buffer 10x 1lt: Tris 30gr-glycine 144gr-10%SDS 10gr ή 100ml-dH2O έως 1lt 
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 Τοποθετούμε τα τζάμια πρώτα από την μια άκρη και μετά αργά προς την 
άλλη στην οριζόντια βάση. Συμπληρώνουμε και τις δυο πλευρές του τζαμιού 
με το διάλυμα αγαρόζης 
 Αφήνουμε να κρυώσει η αγαρόζη  
 Ελέγχουμε αν υπάρχει διαρροή ρίχνοντας σταδιακά dH2O ανάμεσα στα 
τζάμια ώστε να μην σπάσει το «στεγανό» που έχει δημιουργηθεί από την 
αγαρόζη  
 Αφού βεβαιωθούμε πως δεν υπάρχει διαρροή απομακρύνουμε το dH2O 
Σημείωση: Το dH2O δεν θα πρέπει να παραμείνει για αρκετή ώρα καθώς μπορεί να 
δημιουργηθεί διαρροή λόγω της αραίωσης της αγαρόζης. 
 Φτιάχνουμε τα πηκτώματα διαχωρισμού (separating gel) και συσσώρευσης 
(stacking gel) 
 Separating gel 12%                                                               Stacking gel 4% 
HPLC H2O 23,45ml  HPLC H2O 14,7ml 
1,5 M Tris  pH 8,8 17,5ml  1 M Tris  pH 6,8 2,5ml 
10% SDS  0,7ml  10% SDS  0,2ml 
30% bis acrylamide  28ml  30% bis 
acrylamide  
2,6ml 
10% APS 0,35ml  10% APS 0,1ml 
Temed 0,035ml  Temed 0,02ml 
Σύνολο 70,035ml  Σύνολο 20,12ml 
    Πίνακας 6 : Συνταγή separating gel                                                       Πίνακας 7 : Συνταγή stacking gel            
              
Σημείωση: Κατά την παρασκευή των πηκτωμάτων διαχωρισμού και συσσώρευσης 
προστίθενται πάντα τελευταία το TEMED (διάδοση ελευθέρων ριζών στο σύστημα 
πολυμερισμού του πολυακριλαμιδίου) και APS (δημιουργία ελευθέρων ριζών). 
 Προσθέτουμε το πήκτωμα διαχωρισμού ( separating gel) ανάμεσα στα δυο 
τζάμια έως περίπου 3cm κάτω από την επιφάνεια του μεγάλου τζαμιού. 
 Προσθέτουμε με πιπέτα αργά dH2O από την μια άκρη ως την άλλη, ώστε να 
απομακρυνθούν τυχόν φυσαλίδες και να ευθυγραμμιστεί η επιφάνεια του 
πηκτώματος  
 Αφήνουμε να πήξει για 30min-1h 
 Μόλις πήξει αφαιρούμε το dH2O και σκουπίζουμε με διηθητικό χαρτί το 
εσωτερικό μέρος των τζαμιών  
 Προσθέτουμε το πήκτωμα συσσώρευσης (stacking gel) μέχρι να ξεχειλίσει. 
Αμέσως μετά τοποθετούμε το ειδικό στενάκι ώστε να σχηματιστεί το ενιαίο 
πηγαδάκι που θα τοποθετηθεί το strip 
  Αφήνουμε να πήξει για 30min 
 Μόλις πήξει καλύπτουμε την επιφάνεια των τζαμιών με βρεγμένο χαρτί και 
στη συνέχεια με ζελατίνα και τοποθετούμε τα πηκτώματα στους  
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Προετοιμασία IPG strips για τη δεύτερη διάσταση 
 
 Ετοιμάζουμε το equilibration buffer (συνταγή για δύο μεγάλα strips) 
1 M Tris  pH 6,8 2ml  
Urea  14,414gr 
100% glycerol  12ml 
10 % SDS 4ml 
Bromophenol blue 0,020ml  
dH2O Μέχρι τα 40ml 
Πίνακας 5 : Συνταγή equilibration buffer 
 
 Μετά την παρασκευή του διαλύματος το χωρίζουμε στα δυο από 20 ml. 
             Equilibration buffer I:  Προσθήκη και 0, 15 gr DTT 
             Equilibration buffer II: Προσθήκη και 0, 9 gr iodoacetamide 
Σημείωση: Το SDS ως απορρυπαντικό έχει την ιδιότητα να αφρίζει οπότε καλό θα 
ήταν να προστίθεται στο τέλος. 
 Απομακρύνουμε το focusing tray από το μηχάνημα ισοηλεκτρικής εστίασης. 
 Με λαβίδα απομακρύνουμε προσεκτικά το IPG strip. Στραγγίζουμε το mineral 
oil από το strip  κάθετα σε ένα χαρτί και με προσοχή πλάγια από την πλευρά 
του πλαστικού 
 Το τοποθετούμε στο equilibration buffer I, που βρίσκεται μέσα σε ένα 
τρυβλίο Petri, με την πλευρά όπου βρίσκεται το gel να βρίσκεται προς τα 
μέσα. Κλείνουμε με το καπάκι 
 Αφήνουμε στον αναδευτήρα για 15min 
 Με την βοήθεια λαβίδας απομακρύνουμε το strip από το equilibration buffer 
I και το τοποθετούμε σε ένα δεύτερο τρυβλίο που περιέχει το equilibration 
buffer II 
 Αφήνουμε στον αναδευτήρα για 15min 
 
 Ένθεση  strip στο SDS gel πολυακριλαμιδίου 
 
 Αφαιρούμε με προσοχή το χτενάκι από το πήκτωμα συσσώρευσης και 
σκουπίζουμε τα κομμάτια gel που πιθανόν να έχουν μείνει πάνω στο μεγάλο 
gel 
 Προσθέτουμε περίπου 1ml running buffer 1x  στο πηγάδι, έτσι ώστε να    
             γλιστρά το gel του strip καθώς το τοποθετούμε εντός του πηγαδιού 
 Με την βοήθεια λαβίδας, παίρνουμε το strip, κόβουμε με προσοχή τα 
πλαστικά άκρα, τοποθετούμε με προσοχή το strip ανάμεσα στα δυο τζάμια, 
με την πλευρά του πηκτώματος να είναι προς το μικρό τζάμι. Η πλευρά που 
φέρει το «+» τοποθετείται προς την πλευρά όπου βρίσκεται το πηγαδάκι για 
τον μάρτυρα 
Σημείωση: Σε αυτό το βήμα πρέπει να προσέξουμε πολύ τους χειρισμούς μας καθώς 
υπάρχει ο κίνδυνος κατά την διαδικασία μεταφοράς του strip να σπάσει το πήκτωμα 
που βρίσκεται πάνω του. Επίσης μετά την τοποθέτηση πρέπει να προσέξουμε να μην 
εγκλωβιστούν φυσαλίδες ανάμεσα στο strip και την επιφάνεια του πηγαδιού 
 Προσθέτουμε 10-15μl μάρτυρα στο πηγαδάκι του 
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 Προσθέτουμε αγαρόζη 0,8% πάνω από το strip και τον μάρτυρα, με προσοχή 
ώστε να μην περάσει ο marker στο strip. Περιμένουμε λίγα λεπτά να κρυώσει 
η αγαρόζη 
 Μεταφέρουμε τα τζάμια μέσα στο tank 
 Γεμίζουμε με φρέσκο running buffer 1x το upper buffer chamber(ελέγχω για 
διαρροή) 
 Γεμίζουμε με  running buffer 1x to lower buffer chamber περίπου 10-15cm 
από την κάτω πλευρά έως ότου να καλυφθεί η κάτω πλευρά του gel 
Σημείωση:  Μπορούμε να χρησιμοποιήσουμε το ίδιο buffer 2-3 φορές. 
 Αρχικά η ηλεκτροφόρηση τρέχει στα 8mΑ / gel για λίγα λεπτά για να 
παρακολουθήσουμε εάν υπάρχει κάποια διαρροή.  
      Έπειτα τρέχει στα 30mA /gel για 6-7h 
Σημείωση: Εναλλακτικά μπορούμε να το τρέξουμε στα 10mA /gel  για 16-18h 
 
 
7. Χρώση  πρωτεϊνών με νιτρικό άργυρο (Silver Stain) 
 
   Η χρώση με νιτρικό άργυρο χρησιμοποιείται για την ανίχνευση πρωτεϊνών 
μετά από ηλεκτροφορητικό διαχωρισμό σε πηκτή πολυακρυλαμιδίου. Συνδυάζει την 
εξαιρετική ευαισθησία (σε χαμηλό εύρος νανογραμμαρίων),  με πολύ απλό και 
φθηνό εξοπλισμό  και χημικές ουσίες. Επίσης είναι συμβατό με τη μέθοδο της 
φασματομετρίας μάζας μετά από την πέψη των πρωτεϊνών. Οι διαδοχικές φάσεις 
της χρωστική αργύρου είναι η μονιμοποίηση της πρωτεΐνης, η ευαισθητοποίηση, ο 
εμποτισμός με νιτρικό άργυρο και τέλος η ανάπτυξη της εικόνας.  
Πρωτόκολλο  
ΒΗΜΑ ΔΙΑΛΥΜΑΤΑ ΠΑΡΑΣΚΕΥΗ Δ/ΤΩΝ ΔΙΑΔΙΚΑΣΙΑ ΧΡΟΝΟΣ 





EtOH 50ml  
acetic acid  12ml  
dH2O 38ml 
formaldeyde 25μl  
Ανάδευση 1h 
Wash 50% EtOH 50 ml EtOH 
50 ml dH2O 
Ανάδευση 20min 
Wash 50% EtOH 50 ml EtOH 
50 ml dH2O 
3 πλύσεις  ανά 20min 
Sensitize 0,1%  Na2S2O3 
sodium 
thiosulphate 
Na2S2O3∙5H2O    5mg 
dH2O 50ml 
Ανάδευση 1min 
Wash dH2O  2-3 πλύσεις ανά 20sec 
Stain 1% AgNO3 
(4ΟC) 
AgNO3    50mg 
dH2O     50ml (4
ΟC) 
Ανάδευση 30min 
Wash dH2O  2-3 πλύσεις ανά 20sec 
Developer 3%  Na2 CO3     
 
Na2 CO3    1,5 gr 
1ml Διάλυμα (Stain) 
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Πίνακας 6 : Πρωτόκολλο silver stain 
 
 Αφαιρούμε με προσοχή το μικρό τζάμι από πάνω και κόβουμε το πήκτωμα 
συσσώρευσης (stacking gel). Στη συνέχεια ακλουθούμε την παρακάτω 
διαδικασία για το πήκτωμα διαχωρισμού (separating gel). 
** Η φορμαλδεΰδη πρέπει να προστεθεί αμέσως πριν τη χρήση του fixation και 
developer solution.  
Σημείωση : Τέλος πακετάρουμε τα gel σε ειδικές μεμβράνες και τα αποθηκεύουμε    
                στους 4ΟC. 
Σημείωση :Είναι πολύ σημαντικό στα sensitize και developer solution να κρατηθεί ο 
ίδιος χρόνος και για τα δυο δείγματα, αρσενικά και θηλυκά ώστε να είναι 
συγκρίσιμα. 
Σημείωση : Ο νιτρικός άργυρος βάφει τις επιφάνειες και το δέρμα γι’ αυτό 
απαιτείται ιδιαίτερη προσοχή κατά την μεταχείριση του. 
Σημείωση : ΔΕΝ πιάνουμε ποτέ το πήκτωμα με τα χέρια, και τα διαλύματα ΔΕΝ τα 
ρίχνουμε απ’ ευθείας πάνω στο πήκτωμα. 
 
8. Χρώση με Coomassie 
 
   Η χρώση με Coomassie  βασίζεται στην ικανότητα των μορίων της χρωστικής 
να ενώνονται με τις πρωτεΐνες μέσω ιονικών αλληλεπιδράσεων που 
δημιουργούνται ανάμεσα σε ομάδες σουλφονικών οξέων και  θετικών πρωτεϊνικών 
αμινομάδων, όπως επίσης και μέσω έλξεων Van der Waals. Η χρωστική Coomassie 
R-250, η πιο κοινή από τις δύο, μπορεί να ανιχνεύσει μικρές ποσότητες πρωτεϊνών 
της τάξεων των μg(≥0.1μg). 
               
Πρωτόκολλο                                                                             
 Αφαιρούμε με προσοχή το μικρό τζάμι από πάνω και κόβουμε το πήκτωμα 
συσσώρευσης (stacking gel). Στη συνέχεια ακλουθούμε την παρακάτω 
διαδικασία για το πήκτωμα διαχωρισμού (separating gel). 
 Προσθέτουμε  το διάλυμα βαφής Coomassie και ανακινούμε ελαφρά για 15-
30min  
Σημείωση: Διάλυμα βαφής Coomassie: 40% methanol - 10% acetic acid-Coomassie     
R 250- dH2O.  
 Αφαιρούμε τη χρωστική  
 Ξεπλένουμε με λίγο dH2O για να φύγει η περίσσεια της χρωστικής  
 Προσθέτουμε το διάλυμα αποχρωματισμού(destain), αφήνουμε μέχρις ότου 
εμφανιστούν οι μπάντες ή τα spots των πρωτεϊνών  
Σημείωση: Διάλυμα αποχρωματισμού: 40% methanol - 10% acetic acid- dH2O.   
Τουλάχιστον μια αλλαγή του διαλύματος αποχρωματισμού είναι απαραίτητη, ενώ 
για πιο γρήγορη εμφάνιση χρειάζονται παραπάνω και πιο συχνά.  
                                                                                                        
 
 
Stopper 1 % EDTA EDTA 0,5g 
dH2O   50 ml 
Ανάδευση 20min 
Wash dH2O    
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   Η μέθοδος  in-gel digestion είναι απαραίτητη για την προετοιμασία των 
δειγμάτων πριν τη φασματομετρία μάζας.  Βασίζεται σε τέσσερα κρίσιμα βήματα: 
αποχρωματισμός, αναγωγή/αλκυλίωση των κυστεΐνών των πρωτεϊνών, 
πρωτεολυτικό κόψιμο των πρωτεϊνών και τέλος την εξαγωγή των παραγόμενων 
πεπτιδίων, τα οποία επιτρέπουν την ταυτοποίηση των πρωτεϊνών με τη 
χαρακτηριστική τους μάζα και μοτίβο.  
   Το βήμα της πρωτεόλυσης γίνεται κατά κύριο λόγο με θρυψίνη πρωτεάση 
της σερίνης. Η θρυψίνη κόβει συγκεκριμένα τον πεπτιδικό δεσμό στο καρβοξυτελικό 
άκρο των βασικών αμινοξέων αργινίνη και λυσίνη. Εάν υπάρχει αμινοξύ όπως 
ασπαρτικό οξύ ή γλουταμινικό οξύ σε άμεση γειτονία με τη θέση κοψίματος, τότε ο 
ρυθμός της υδρόλυσης μειώνεται, ενώ ένα καρβοξυτελικό άκρο προλίνης σε αυτή τη 
θέση αναστέλλει τελείως την υδρόλυση. Λειτουργεί άριστα σε συνθήκες pH 8 και 
θερμοκρασία 37°C. 
    Μη θεμιτή παρενέργεια της χρήσης πρωτεολυτικών ενζύμων είναι η     
αυτοπρωτεόλυση τους. Για την αποφυγή της, οι εταιρείες προσφέρουν      
τροποποιημένες θρυψίνες  με επιλεκτικές μεθυλιώσεις οι οποίες ελαχιστοποιούν την  
αυτολυτική δραστικότητα στις θέσεις κοψίματος αργινίνης.  
 
  Πρωτόκολλο 
Σημείωση: Πρώτα από όλα θα ΠΡΕΠΕΙ να καθαρίσουμε πάρα πολύ καλά το χώρο 
εργασίας. Να φοράμε ποδιά, γάντια και θα πρέπει να είμαστε ιδιαίτερα προσεκτικοί 
με τις τρίχες των μαλλιών για την αποφυγή κερατινών στα δείγματα. 
 
1η μέρα  
 Κόβω τα spots και τα βάζω σε eppendorf (A) 
 Προσθέτω σε κάθε spot:για silver stain:  150μl Κ3Fe(CN)6  60mM                                                     
                                                                                150μl Na2S2O3  200Mm   
                                                   για Coomassie: 300μl (50%methanol+100mM 
AmBic) 
 Vortex μέχρι τα spots να αποχρωματιστούν    
 Αφαιρώ το υπερκείμενο. 
 Προσθέτω 200μl HPLC H2O και κάνω πολλές πλύσεις μέχρις ότου φύγει το 
κίτρινο χρώμα 
 Αφαιρώ το HPLC H2O 
 Κόβω σε μικρά κομμάτια τα spots, πάνω σε μικρή γυάλινη πλάκα καλυμμένη 
με ζελατίνη ΟΧΙ parafilm 
 Προσθέτω 400μl HPLC H2O, spin για να κάτσουν τα κομματάκια του gel, 
αφαιρώ το HPLC H2O 
 Προσθέτω 500μl 50% ACN, shaker  για 5min 
 Spin, πετάω υπερκείμενο 
 Προσθέτω 500μl 100% ACN, shaker  για 5min 
 Spin, πετάω υπερκείμενο 
 Προσθέτω 250μl 100mM AmBic, shaker  για 5min,  
              ΔΕΝ πετάω υπερκείμενο 
 Προσθέτω 250μl 100% ACN, shaker  για 5min, αφαιρώ υπερκείμενο 
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 Speed Vac για 30min (setting low pressure-30min check) 
 Προσθέτω 20μl(μέχρι να σκεπαστούν τα spots) διάλυμα θρυψίνης 
20μg/μl[100μl HCl 1mM+900 μl AmBic 40 mM σε 9% ACN], spin για λίγα sec 
 15min σε πάγο, δεν αφαιρώ θρυψίνη 
 Προσθέτω 50μl AmBic 40 mM σε 9% ACN 
  Ο/Ν στους 37οC (4h-20h)                      
                                                    
2η μέρα 
 Spin στα eppendorf (A), μαζεύω υπερκείμενο (προσοχή μην πάρω gel) σε low 
binding PCR tubes (Β) 
 Προσθέτω στα (Α) 50 (μέχρι να σκεπαστούν τα κομματάκια) AmBic 50 mM 
 Spin, μαζεύω υπερκείμενο στα (Β) 
 Προσθέτω 100% ACN 50μl στα (Α), shaker για 15min, μαζεύω υπερκείμενο 
στα (Β) 
 Προσθέτω 5% Formic Acid 50μl στα (Α), shaker για 15min, μαζεύω 
υπερκείμενο στα (Β) 
 Προσθέτω 100% ACN 50μl στα (Α), shaker για 15min, μαζεύω υπερκείμενο 
στα (Β) 
 Speed Vac στα (Β) μέχρι να εξατμιστεί όλο το διάλυμα. 
 Προσθέτω 15μl MS buffer (ACN 2% / Formic Acid 0,1% / HPLC H2O), 
αποθήκευση στους -80 οC 
 
Γ. Αποτελέσματα  
 
Σε μια πρώτη προσπάθεια να μελετηθεί η διαφορική έκφραση των 
πρωτεϊνών των δύο φύλων, συλλέχθηκαν  κεφάλια αρσενικών και θηλυκών μυγών 
και οι πρωτεΐνες διαχωρίστηκαν με 2D-PAGE. Κατά την πρώτη διάσταση 
χρησιμοποιήθηκαν 17cm IEF strips (pH 3-10). Ακολούθησε δεύτερη διάσταση σε 
SDS-PAGE 12% και χρώση με νιτρικό άργυρο. Στη συνέχεια μετά τις 
ηλεκτροφορήσεις ακολούθησε ανάλυση των spots που παρουσίασαν διαφορετικό 
πρότυπο έκφρασης ανάμεσα στα δύο φύλα (αρσενικά - θηλυκά) και αποκόπηκαν 
από το gel. Έπειτα έγινε πέψη με θρυψίνη και ακολουθήθηκε ταυτοποίηση των 
πεπτιδίων. Η ταυτοποίηση με φασματοσκοπία μάζας πραγματοποιήθηκε στο 
εργαστήριο πρωτεϊνικής χημείας του ερευνητικού κέντρου βιοϊατρικών επιστημών 
Αλέξανδρος Φλέμινγκ. Τα αποτελέσματα των αναλύσεων των πρωτεϊνών 
συγκρίθηκαν με τη βάση δεδομένων BLAST. Η Drosophila melanogaster 
χρησιμοποιήθηκε για σύγκριση επειδή ήταν ένα από τα πλησιέστερα συγγενικά 
είδη .     
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Εικόνα 11: Αποτελέσματα 2D ηλεκτροφόρησης θηλυκών ατόμων.  
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Protein name Acession 
no. 
Mw(KDa) pI Length(aa) 
2 ArgK-PB FBpp0076271 47,9 6,04 432 
2 IDH (Isocitrate 
Dehydrogenase) 
Q9VWH4 40,8 7,36 377 
3 14-3-3 ε FBpp0082989 29,2 4,84 256 
3 14-3-3 ζ FBpp0087500 28,3 4,93 248 
3 Snap 25 FBpp0110435 23,7 4,61 212 
4 Ranbp 21 FBpp0074528 139,1 6,86 1241 
6 Act87E FBpp0082253 41,8 5,48 376 
6 Act5C FBpp0070788 41,8 5,48 376 
6 CG30325-PA FBpp0086000 86,5 9,96 750 
6 GstD1-PA FBpp0082077 23,9 7,23 209 
6 GstD9-PA FBpp0082078 25,4 5,34 218 
7 Jafrac 1-PB 
(Peroxiredoxin) 
FBpp0073594 21,7 5,34 194 
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Δ. Συζήτηση  
 
   Στη συγκεκριμένη εργασία επιδιώχθηκε η ταυτοποίηση πρωτεϊνών σε 
δείγματα αρσενικού και θηλυκού  στελέχους Bactrocera oleae, που εμπλέκονται σε 
μηχανισμούς ανθεκτικότητας. Χρησιμοποιήθηκε η τεχνική της πρωτεομικής, που 
περιλαμβάνει στο πρώτο βήμα  την ισοηλεκτρική εστίαση και στο δεύτερο βήμα την 
SDS ηλεκτροφόρηση πολυακριλαμιδίου, με αποτέλεσμα τον εντοπισμό πρωτεϊνών 
που παρουσίαζαν διαφορετικό προφίλ έκφρασης ανάμεσα στα δύο φύλα με 
επαναλήψιμο τρόπο. 
     Η απομόνωση των πρωτεϊνών  επήλθε γενικώς ομαλά με μερικά  
προβλήματα στην ποσοτικοποίηση των πρωτεϊνών και στο πρώτο βήμα της 
ισοηλεκτρικής εστίασης από ουσίες-προσμίξεις που μπορεί να παρέμβουν σε αυτό. 
     Για την απομόνωση των πρωτεϊνών χρησιμοποιήθηκαν αρκετά πρωτόκολλα 
όπως TCA/Ice-cold acetone, Phenol/Ice-cold acetone, Ammonium sulfate και 2D 
clean up-kit έτσι ώστε να αποφανθούμε για το καταλληλότερο, τόσο για την 
ποσοτικοποίηση των πρωτεϊνών, ώστε να μην έχουμε απώλεια της τελικής 
ποσότητας, όσο και για την εστίαση των πρωτεϊνών στο πρώτο βήμα της 
ισοηλεκτρικής εστίασης, καθώς πολλές ουσίες-προσμίξεις μπορεί  να παρέμβουν σε 
αυτό το βήμα.     
    Μετά την χρήση όλων των πρωτοκόλλων και την επακόλουθη 
ηλεκτροφόρηση των πρωτεϊνών, για την  εξαγωγή συμπεράσματος ως προς την 
απόδοση του καθενός, αποφανθήκαμε πως το καταλληλότερο πρωτόκολλο για την 
επεξεργασία των πρωτεϊνών είναι χωρίς κανένα καθαρισμό. Τα υπόλοιπα 
πρωτόκολλα εμφάνισαν μειωμένη αποδοτικότητα, καθώς είχαμε απώλεια μεγάλης 
ποσότητας πρωτεϊνών όπως επίσης και προβλήματα στην ισοηλεκτρική εστίαση. 
Ωστόσο, μετά το τέλος της πειραματικής διαδικασίας καταφέραμε να αποφανθούμε 
στο πιο αποδοτικό πρωτόκολλο που είναι κατάλληλο για την επεξεργασία των 
πρωτεϊνών.    
   
Προβλήματα κατά την 2D ηλεκτροφόρηση 
 
   Όπως αναφέρθηκε και παραπάνω αντιμετωπίσαμε προβλήματα στην 2D 
ηλεκτροφόρηση ως συνέπεια προβλημάτων στα προηγούμενα βήματα 
προετοιμασίας των δειγμάτων. Συγκεκριμένα, η ισοηλεκτρική εστίαση είναι 
ιδιαίτερα ευαίσθητη σε χαμηλού μοριακού βάρους ιοντικές προσμίξεις. 
Οποιεσδήποτε μη-πρωτεϊνικές προσμίξεις στο δείγμα μπορεί να επέμβουν στο 
διαχωρισμό και να εμφανιστούν αποτελέσματα των πηκτωμάτων. 
Παραδείγματα αυτών είναι: 
 
 
Προσμίξεις  Προβλήματα που προκαλούν 
Άλατα- άλλα φορτισμένα 
μικρού μοριακού βάρους μόρια  
Εμποδίζουν τη διαδικασία της ισοηλεκτρικής εστίασης και 
πρέπει να απομακρύνονται ή να παραμένουν σε όσο το 
δυνατόν χαμηλότερες συγκεντρώσεις. Άλατα στο IPG strip 
έχουν ως αποτέλεσμα την υψηλή αγωγιμότητα του. Η 
εστίαση των πρωτεϊνών δεν είναι δυνατή μέχρι τα ιόντα 
να μετακινηθούν στο τέλος του strip, αυξάνοντας έτσι τον 
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απαιτούμενο χρόνο της IEF. Η παρουσία των αλάτων 
γίνεται εμφανής στα πηκτώματα με τη μορφή οριζόντιων 
ραβδώσεων στο φόντο(horizontal streaking).  
Νουκλεοτίδια- μεταβολίτες-
φωσφολιπίδια 
Είναι συνήθως αρνητικά φορτισμένα μόρια και μπορεί να 
έχουν σαν αποτέλεσμα τη δυσκολία εστίασης των 
πρωτεϊνών προς την άνοδο. 
Πολυσακχαρίτες Μπορούν να φράξουν τους πόρους του πηκτώματος 
προκαλώντας κατακρήμνιση των πρωτεϊνών ή αύξηση του 
απαιτούμενου χρόνου για την ισοηλεκτρική εστίαση. 
Ορισμένοι πολυσακχαρίτες είναι αρνητικά φορτισμένοι 
και σχηματίζουν συμπλέγματα με πρωτεΐνες μέσω 
ηλεκτροστατικών αλληλεπιδράσεων, με αποτέλεσμα τη 
δυσκολία εστίασης των πρωτεϊνών προς την άνοδο. Στα 
2D πηκτώματα εμφανίζονται με οριζόντιες ραβδώσεις στο 
φόντο(horizontal streaking). 
Λιπίδια Συμπλέγματα πρωτεϊνών-λιπιδίων μειώνουν τη 
διαλυτότητα ων πρωτεϊνών επηρεάζοντας το pI και το 
μοριακό τους βάρος. 
Φαινολικές ενώσεις Τροποποιούν τις πρωτεΐνες μέσω μιας ενζυμικά 
καταλυόμενης οξειδωτικής αντίδρασης. 
DNA-RNA Υψηλού μοριακού βάρους νουκλεϊκά οξέα μπορούν να 
φράξουν τους πόρους του πηκτώματος. Επίσης 
δεσμεύονται στις πρωτεΐνες μέσω ηλεκτροστατικών 
αλληλεπιδράσεων εμποδίζοντας την εστίαση τους. Τέλος 
αυξάνουν το ιξώδες του δείγματος και εμφανίζονται στα 
πηκτώματα ως ραβδώσεις στο φόντο(streaking).  
Ιοντικά απορρυπαντικά Το πιο συνηθισμένο είναι το SDS που σχηματίζει 
συμπλέγματα με τις πρωτεΐνες φορτίζοντας έτσι όλο το 
σύμπλεγμα αρνητικά, με αποτέλεσμα να μην εστιάζονται 
οι πρωτεΐνες σύμφωνα με το pI τους. 
Πίνακας 8: Προσμίξεις που επηρεάζουν τα αποτελέσματα της 2D ηλεκτροφόρησης 
 
   
 
 Ρόλος πρωτεϊνών 
 
14-3-3 ε/14-3-3 ζ (υπερεκφράζεται στα θηλυκά): είναι μια οικογένεια 
συντηρημένων ρυθμιστικών μορίων που εκφράζονται σε όλα τα ευκαρυωτικά 
κύτταρα. Οι 14-3-3 πρωτεΐνες έχουν την ικανότητα να δεσμεύουν ένα πλήθος από 
λειτουργικά διαφορετικές πρωτεΐνες σηματοδότησης, συμπεριλαμβανομένων των 
κινασών, φωσφατασών και διαμεμβρανικούς υποδοχείς . Περισσότερες από 100 
σηματοδοτικές πρωτεΐνες έχουν αναφερθεί ως υποκαταστάτες 14-3-3. 
Συγκεκριμένα στη μύγα Drosophila melanogaster περιέχονται δύο γονίδια που 
κωδικοποιούν δύο ισομορφές 14-3-3 πρωτεϊνών, τα ε και ζ (Leonardo). Οι 
ισομορφές της 14-3-3ζ της Drosophila, ανήκουν στην τυπική ομάδα και της 14-3-3ε 
στην άτυπη (Willis et al., 1997). 
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Peroxiredoxin(thioredoxin peroxidase 1) (υπερεκφράζεται στα θηλυκά): 
ανήκει στην ευρεία οικογένεια αντιοξειδωτικών ενζύμων που ελέγχει τα 
επηρεαζόμενα από κυτοκίνη επίπεδα του peroxide, όπως επίσης μεσολαβεί και στη 
μεταγωγή σήματος σε κύτταρα θηλαστικών. Συγκεκριμένα στη Drosophila 
melanogaster έχουν ταυτοποιηθεί πέντε γονίδια, στη βάση μιας ευρείας 
αναζήτησης γονιδιώματος. Τρία από τα γονίδια (DPx-4156, DPx-4783, and DPx-
5037) ανήκουν στην υποομάδα της 2-Cys, ενώ τα άλλα δύο (DPx-2540 and DPx-
6005) ανήκουν στην 1-Cys υποομάδα (Radyuk et al., 2001). 
 
Ακτίνη (Act) (υπερεκφράζεται στα θηλυκά): H οικογένεια γονιδίων στη Drosophlia 
melanogaster αποτελείται από 6 πολύ συντηρημένα γονίδια κατανεμημένα σε όλο 
το γονιδίωμα, που συμμετέχουν σε συγκεκριμένα στάδια ανάπτυξης και ιστοειδικής 
έκφρασης. Ειδικά το γονίδιο της ακτίνης 5C κωδικοποιεί τις ακτίνες του 
κυτοπλάσματος, ενώ το γονίδιο 87Ε της ακτίνης κωδικοποιεί τις ακτίνες 
ενδοκυτταρικά των μυών σε λάρβα και ενήλικο (Manseua et al., 1988). 
 
Snap25: Η εξελικτικά συντηρημένη πρωτεΐνη SNAP-25 ανήκει στο σύμπλεγμα των 
πρωτεΐνών που εμπλέκονται στον υποδοχέα των συναπτικών κυστιδίων στις 
νευρικές απολήξεις. Αναφέρεται ότι η SNAP-25  στην Drosophila melanogaster έχει 
μια πολύπλοκη οργάνωση με οκτώ εξόνια που εκτείνονται σε περισσότερες από 120 
kb (Risinger et al., 1997). 
 
Isocitrate dehydrogenase: επίσης γνωστή και ως IDH, είναι ένα ένζυμο που 
συμμετέχει στον κύκλο του κιτρικού οξέος. Καταλύει λοιπόν το τρίτο στάδιο του 
κύκλου:  περιλαμβάνει οξειδωτική αποκαρβοξυλίωση  Ισοκιτρικού με παραγωγή 
άλφα-κετογλουταρικού και CO2 κατά τη μετατροπή NAD
+ σε NADH. Μια άλλη 
ισομορφή του ενζύμου, καταλύει την ίδια αντίδραση, όμως αυτή η αντίδραση δεν 
έχει σχέση με το κύκλο του κιτρικού οξέος, πραγματοποιείται στο κυτταρόπλασμα, 
στο μιτοχόνδριο και τα υπεροξεισώματα και χρησιμοποιεί το NADP+ ως 
συμπαράγοντα αντί του NAD+. Στην Drosophila melanogaster έχει παρατηρηθεί 
διαφορετική δραστικότητα της IDH  σε διαφορετικα τμήματα τους σώματος 
(Cunningham et al., 2003). 
 
ArgK-PB: πρόκειται για γονίδιο που κωδικοποιεί πρωτεΐνες. Με βάση την 
ομοιότητα της με τη Drosophila melanogaster φαίνεται πως συμμετέχει στη 
βιολογική διαδικασία της φωσφορυλίωσης (SK Hanks & T Hunter).  
 
Gloutathione S-transferase: οικογένεια που αποτελείται από 
πολλές κυτταροπλασματικές , μιτοχονδριακές και μικροσωμικές(τώρα ορίζονται ως 
MAPEG) πρωτεΐνες . GSTs είναι παρόντες σε ευκαρυωτικά και σε προκαρυωτικά 
κύτταρα, όπου καταλύουν μια ποικιλία αντιδράσεων σε 
ενδογενή και ξενοβιοτικά υποστρώματα. Στην Drosophila melanogaster οι GSTs 
αποτελούν μια σειρά πρωτεϊνών που κωδικοποιούνται από μία υπεροικογένεια 
γονιδίων. Βιοχημικές μελέτες ορισμένων ανασυνδυασμένων GSTs έχουν συνδεθεί 
με ενζυματικές λειτουργίες σε σημαντικά υποστρώματα όπως το φυτοφάρμακο DTT 
και το 4-hydroxynonenal (μεταβολίτης σε αντιδράσεις λιπιδίων) (Tu CP et al., 2005). 
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Tέλος, είναι απαραίτητο να τονισθεί ότι ορισμένες από αυτές 
τις πρωτεΐνες εκφράζονται με διαφορετικό τρόπο ανάμεσα στα δύο φύλα .Ειδικά 
η 14-3-3 ε, 14-3-3 ζ, Peroxiredoxin και ακτίνη  εκφράστηκαν σε πολύ μεγαλύτερο 
βαθμό στις θηλυκές μύγες από ό, τι  στις αρσενικές, ενώ η Ισοκιτρική DH και Arg-
κινάση εκφράζονται σε μεγαλύτερο βαθμό στις αρσενικές από ό, τι στις θηλυκές 
 μύγες. Οι διαφορετικές εντοπισμένες πρωτεΐνες  μεταξύ των δύο 
φύλων ταξινομούνται σε διαφορετικές λειτουργικές ομάδες όπως 
του κυτταροσκελετού, του μεταβολισμού, συναπτοσωμικές, μεταγωγής σήματος 
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